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6. ,ntrrx*rcil>n 
cuerpos monaclonales m”ta”tes con canlbiori eStrUCtUraleS en 
el sitio de uniõn 0 en su region constante [para revisidn 
ver 2491, Por otro lado, 109 da ratdn tienen ciertos proble- 
mas para su utilizacidn tarapeutica en el hanbm (14, y  
ademas 10s anticuerpos monoc1ona1es en genera1 poseen' la9 
desventajas propias de 8" homogeneidad, entre las cuales 
destacan su8 funciones bioldgicaa limitadas (por ejemplo la 
19G1 no rija el complemento, y  por 10 tanto no es citotbwi- 
ca) y  su sensibilidad a la inactivacidn [zoa]. 
Parta de estos problemas pueden evitarse por medio de 
mezclas artificiales de anticuerpos monoclonales, reallzdn- 
dose de esta manera 188 funciones de los sueros convencio- 
nales, con la ventaja de contar con antlcuertios mcnoclo- 
nales, aunque en ciertos casos es muy dificil que talee 
mezclas funcionen (EJ]. El llegar a catensr 10s anticuerpos 
monoclonalee deseados requiere suarte, experiencia y  trabajo 
d"i-0 (141. 
A.II* PROCESO II BEGUTR PARA LA OQTENCION DE aNTIC"ERW8 
HOHOC$.oHXbEs 
LOS pasos a realizar son senoiuoe, aunque laboriosos. 
si bien ningon laboratorio emplea exactamente la misma 
técnioa y  dstò se deriva en muchos puntos de observaclones 
empíricas fu), la pauta a seguir es aproximadamenta la 
siguiente: 
* Obtsncibn de una linea de mlelorna estable 
* Obtancidn de linfocitos productores de anticuerpos 
especificos frente al antigena deseado 
* Fusidn mieloma/linfacito 
* Sclacci6n de loe hibridoe mieloma/iinfocíto 
l Andlisis de los hibrídos 
* Clonaje de larr hibridos 
l Expansión de los clones deseados co" determinaoldn 
de su monaclonalidad 
* Produccidn del anticuerpo en grandes cantidades 
* CaracterizacI6n del espectro de reactividad del 
anticuerpo monoclonal 
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A, Inlro*rridn 
ineunización con los complejos antigeno-anticuerpo obtenidos 
al precipitar el antigeno deseado por medio de un suero 
especifico; de eete manera el antisuero convencional "puri- 
fica" el antigeno. Naturalmente, loa hibridomas debe" eer 
analizados frente al ínmunocomplejo y  frente al suero. 
La respuesta inmune puede mejorarse emulsionando 108 
antigenos en adyuvmts tales como el Completo 0 el Inconple- 
to de Freund. cuando se realiza una inmunizacidn muy larga 
ee conveniente dejar periodos de reposo prolongados, obte- 
niéndoee asi anticuerpos de mayor afinidad [277], La hiper- 
innunizacion es 0ontrapr0d"ce"te pera la obtenci6n de "ne 
alta especificidad 113, 203,. NO obetante la respuesta a la 
inmunisacidn es un proceso que la mayorh de lea vecee ee 
muy dificil de controlar [79). La mayoria de los protocolos 
de inmunizacidn gue requieren varias inoculaciones tienen en 
comlln una inyeccidn final que ee realiza 3-4 diae antes de 
proceder a la fusidn mediante la adninistrac~6n intravenosa 
del antigeno [284]. 
sigue siendo dificil obtener hibridomas productores de 
IgA especificos mediante inmunizacidn [61). sin ambargo, 
alg""os protocoloî 10s generan CO" cierta frecuencia [223). 
Realizando le inmunizacidn por "ia intrsaspl6nica ee 
puede llevar e cabo la fusidn tan ~510 3 dias despude de la 
inoculacidn de ""a dnica dasls del antigeno ,106, 250, 251, 
con lo que ee abrevia en gran manera el periodo de pro- 
duocidn de anticuerpos monoclona~es. La inmunizacIdn intra- 
eapldnica tiene "na serie de venta)ae, a parte de 8" corte 
duìacidn: ,requiere una baja cantidad de antigeno (20 ug 6 
215x105 cdlulae,, ee maximiza el mhero de cdlulas B aspeci- 
ficas en el bazo por estimulaci6n antigdnica local, mientrae 
que ee miniminlza la elíminacidn de antigeno en otras partes 
del cuerpo (oomo ocurre en otrae vías de inmunizacidn) 
[251]. Por esta m8todo ee obtienen IgM e IgC, coll mejores 
resultados que por otrae "fas convencionales [251]< 
Loe linfocitos hunanoe ee obtienen de sangre perifdrica 
(IO6 linfocitos/ml, de loe cuales el 205 80" de tipo B) lo 
que "0 ee la eleocidn ideal (127,. La mayoria de los anti- 
cuerpos monoclonales obtenidos siguiendo una inmunizacidn 
activa en voluntarios, 10 son contra bacterias y virus, 
aunque muchos han sida obtenidos siguiendo una infeccih 
natural 0 por exposicidn inadvertida frente a los inmundge- 
“OS (127,. Por supuesto es inviabla la inmunizacitm con 
ce1u1as canceriqenas D siempre que 10s fraqmentas 8”bCe- 
1u1ares puedan transnitir la infección 0 producir ""3 enfe=- 
Redad neoplds‘ca (212). Por otra lado casi todos los hibri- 
domas generados utilizando linfacitos de personas con “na 
enfermedad activa, son praductores de anticuerpos colltra 
Cé1"k.Q t"mOrbleS y  varios autoantiqenos (127). 
ESta tdcnica fue aplicada por primera Vez para la 
producoidn de anticuerpos monoc1ona1es por Hetlgartner etal. 
(119). La aatodoloqia y  ?."a"ces en este campo fuero" recopi- 
ladar> por Readinq [216], 
Este tipo de inmunizacidn se realiza cultivando "in 
vitre" el hazo macerado de un ratd" no inmunizado durante 3- 
10 dias en prew,cia del antigeno. Brams et al -. , (40) propo- 
nen la ginnuniracibn con bajas cantidades de antigeno 
(~lPT/lO cel), durante u" periodo de inmunizacidn no mayar 
a 9-10 dias, ya 911-3 deq,"6+ se Produce una qra" caida e" la 
Viabilidad de los linfocitos LI. con estinulacidn de 5 días 
98 obtienen hib,'idos productores de IqM y  co" 8 dias 5e 
?."menta la secrecidn de 19~ (x5]. Cuando se alarga el 
periodo de cultivo, la densidad celular y el contenido del 
medio parecen ser orlticos. Si alquno de estor puntos "0 es 
dptino se observa una muerte celular significativa en vez de 
PWx.qaci6n clonal y/o diferenciacidn de 109 linfocítos 
estimulados [x5), ~ambidn 8s impartanta la concentracidn de 
antigeno para realizar ""ã buena inmunizacid" flin Viti-o" 
(265). 

tarde, se inc~cula el antigeno intraperitonealmente (138, 
1451, actuando est.e segundo ratbn como un incubadar vivien- 
te, siendo J" bazo una buena f"B"+x da ce1u1as para la 
fusidn [*Tl]. Con este ristena de inaunizacidn "in vitrona se 
atienen un incrementa entre un 10 y un 801 en el ndmcro de 
hibridomas secretorea de innunoglobulinas especificas (95, 
1381, 
Este netodo es "àlido cuando estas cdlUl=S Se k-acoge" 
de pacientes co” algdn proceso patoldgico. Dichas cB1"la.s 
pueden ser f"sionadas para obtener hibridos humano-humano 0 
tluaano-rat*n. No ob.stante se han obtenido anticuerpos mono- 
clonales can un rango da especificidades interesantes 
empleando linfocitos de individuos sin ""a previa exPoSiCidn 
al innundgeno en o"estidn o historial de enfermedad [UT). 
La fusión de kas menbranas plasmdticas resulta en la 
fomación de heterocarionea (cuando SB fusionan cblulas de 
distinto origen) " honooariones (por fusión de cdlulas 
idknticas). Por lo tanto uno o mas ndcleos de cada tipa 
wedar&n incluidos en un oitoplasma comtin. Una c(tlula hibri- 
da se forma cuando el proceso de creoiniento y divisidn se 
lleva a cabo en &heterocaridn, y 10s materiales gen0ticos 
de 106 do. tipos estAn incluidos en un ,,nico ndcleo de la 
cálula proliferante [137), Esta celula hibrida es denomina- 
da sincaridn 1131. Na obstante, un heterocarion puede par- 
&wecer viable sin dividirse durante muchas senanas, siempre 
We l=S condiciones sean favorables (zsri]. 
AhkOW etal. (21 sugieren que la f"Sid" celular provo- 
cada Por agentes quimicos exdgenos incluye dos acontecimien- 
tos sucesivos: 
* perturbacidn de la estructura bicapa lipidica de la 
menbrana , 10 'Se i!Wrementa la fluidez de la 7,O"a 



















“, ,ntrn*x.m 
pocaa IVG de rata se unen a la proteina A estafilocdcíca, 
con lo COSI se elimina desde el principio este sistema de 
purificacIdll [SI. 
El a"tio"erpo moncclcnal viene a representar *ntre un 2 
y  ,,n 25% de lae proteinas totales de le ascitis (6, 1941, 
poe 10 que hay que recurrir, la mayori de laS Veces, a una 
puríticacíón previa 1461. Asi, las prcteines adicionalea de 
la ascitis ,,o interfieren en muchos usoe de loe anticuerpos 
W"CClOTk3lS, pero deben ser eliminadas siempre que puedan 
competir con eI anticuerpo monoclonal por 10s sitios de 
""Mn, y  siempre que 888 posible hacerlo. Por 10 tanto 
cuando un a"tic"erW ~o"cclc"el Ve e ser conjugado co" 
fluorocraaa o biotinã. o ligado a un sc,,crte sdlido para eu 
USO como ínaunoabsorbente c en un ELISA, deberian eliminerse 
la mayoria de ,,roteinas extrañae (EV]. 
)L,x. PmuìICIICION, CARAUCTERIZACION Y IILHACENAUIENTO DE IA* 
ANTIC".mWB WONOCLON~LE* 
LX*a, D.tarmi"aci¿n de clase Y 9"balas*t 
El ccno~er la claee y  subclase del anticuerpo monoclo- 
nal producido es importante para deteminar el protocolo ,066 
adecuado de purificacidn, asi corno para interpretar los 
ensayos inmunoldglcos en 106 que vayan a eer empleados 
[1711, siendo ademds muy diti1 para predecir las propiedades 
da1 anticuerpo (por ejemplo fijacidn de complemento c unidn 
a la SpA) (296). Por ejemplo, los anticuerpos de la subclese 
IVGza 
soll muy estables y  fácilmente purificables, por 10 que 
puede ser la subclase más adecuada para e" empleo en ELISA 
comercial, donde loe reactivos requieren une larga "ida 
propia (208], 
LO8 antiCUerPOS MS frecllentes so" IgM y  eobre todo 
IVG. LoS híbridomas secretores de IgE con poco frecuentes, y  
10s '7"* WOdUCen IgR 0310 68 obtienen cuando se em,,lea 
tejido linfoide asociado al intestino pare realizar le 
fUSid!l (l45], 
PlPird LO 
, 

i6”iCC 0” zeeaprep. Por el contrario, car1sscn etal. 1491 
opinan que el intercambio catidnico da una ccncentraci6n 50 
veces mayor y  purifica mejor, siendo le purificacián de IgC1 
n,e)cr que CC” SpA-Sepharosa (pudiendo purificar ta,“bidn 
otros isotipcs de inauncglcbulinas y subclases de IgG). 
En las cranatcgrafias de afinidad ee inmoviliza de 
forma irrevarsible bien el antigeno, bien prcteina A [EA]. 
A la prcteina A se une las inmuncglcbulinas de eatdn IgG2e, 
Igozb, 1g0, [86, 111, 102, 2541, varias IgG1 y  varías Igl4 
[202). Ey e+. [x0] describen detalladanente el empleo de 
diversoe tampones para eluir las diferentes cleeee de 
innunoglobulinas de ratòn. La e1uci0n se realiza 
disminuyenda el pH de la columna de prctsina A. La mayoria 
de las inm”“oglohuli”as de ratón se ““en e le wcteine A e 
pH 8.6 y se eluyen de la columna a pH 4.3 [202,~ 
En 10s casce en que la purificacibn con SpA c por 
intercambio iónicc no sea” aplicablas (como ee el caso de 
medios de cultivo con anticuerpos moncclonales de rata), se 
pueden emplear anti-inmuncglcbulinas ligadas a agaraña 
1111,. Antes del primer empleo de la columna ee conveniente 
pasar *“*ro irrele”ante de ret*n 0 de rata para J?it”rar 
cualquier anticuerpo ccn afinidad excesiva q”e pueda 
ocasionar una unidn irreversible (111). 
nani1 eal. [lm) estudian la eficacia de varias pro- 
tocclcs de purificación pare IgC, llegando a la conclusi6n 
de gue el “eo de proteica A produce constantemente el grado 
de pureza ~6s alto eee cual eee la suhclaee de IgG, aunque 
para obtener los mejores reeultedce ee debe producir la 
cptimiaacidn del protocolo. Asi para IgC2, ee describe el 
prc~ocolo da tr*S horaa, par* Igl2 con suficiente afinidad 
para la. proteina A, un prctccclc de 16 horas con gradientes 
de pK diecontinuos y  un protocolo m6e complejo ,,ara IgOl con 
baja afinidad por la protei,,a A. Si ~610 ee utiliza crcneto- 
grafia DERE (intercambio idnico) le recclecci6n es mejor, 
paro la pureza es ~610 moderada. El empleo de crcmatogrefia 
de hidroxil-apatita provee un menor rendimiento en la canti- 
dad de anticuerpos, ““a menor pureza y  los reeultadoa so” 

6. ,“t,e.ccim 
uso potencia1 del anticuerpo, ya que ésta “0 puede 
determinarse de forma absoluta, al no ser pasible analizar 
toda fuente de material. Mi, por e,emp10, un anticuerpo 
nlonoclonal frente a Un parasito debe s,?r contrastado frente 
a otros parbsitos con 10s cuales pueda confundirse 
antigdnicsmente y con los tejidos que se puedan encontrar 
con el par.wto [296]. 
Para su empleo potencial en ELISA se debe observar si 
el antiouerpo piarda 6” capacidad de unirse al antigeno tras 
ser conjugado con perouidasa. Burkot ual. [47] proponen U” 
m6todo indirecto usando Iluorodinitrobencena, CO” 10 que 68 
determina si la posible perdida de unidn es debida al reque- 
rIaIent.0 de amIno&cIdos primarics no modificados en el lugar 
de unidn. 
E.5 importante conocer el titulo, indicativo de la 
cantidad de materia1 disponible. Este dato es muy *ti1 para 
seguir la pérdi,da de actividad durante el almacenamiento, 
aunque no aporta informaci(>n alguna sobre la actividad 
especifica del anticuerpo nanaclonal, q”e debe ser expresada 
B” unidades de actividad por 709 de anticuerpo [296]. 
Otra prueba que conviena realizar es ver si existen 
reacciones cruzadas. Normalmente se piensa que el ELISA es 
mbs sensible que las pruebas de inmunadifusidn porqUe se 
necesitan menos moléculas de anticuerpos para ““a reaccidn 
anrim8tIca visible que para una linea de precipitaci6n viei- 
ble. Sin embargo la prueba de doble difusidn ero gel puede 
revelar reacciones cruze.das da anticuerpos monoclonales que 
pueden no ser detectadas por ensayos MS sensibles [lSl]. 
7.a~~ reacciones cr”“adae de un anticuerpo monoclonal pueden 
proporcionar “na informacid” nuy valiosa sobre las rala- 
oionea bioldgicas entre proteinae y otras macromold~~las 
(1531. 
CB afinidad del anticuerpo por el antigeno es un dato 
de interhs en 10s ensayos empleados para la medida cuantita- 
tiva del antigeno D para detectar SU presencia 0 ausencia 
[276). Beatty ual. (191 han descrito un enzimoinmunoensaYo 
no competitivo para medir la afinidad de un anticuerpo 
I‘Qh 6‘ 

GodLng [ll11 describe tres clases de marcada de 
*nticuerpos nc.nac1ona1es: 
* radiactivo: es muy sencillo realizarla de forma tlia- 
sintetica con aminolcidos marcados radiactivamente. Ya 
que nbs de la mitad de la prateina total es anticuerpo 
~O"OClO"*l, se obtienen de manera fácil: actividades 
altamente especificas. ~qui el producto "0 se altera, 
por lo tanto el anticuerpo monoclonal. mareado debe 
cmportarse de forma idéntica al anticuerpo sin marcar 
[Es]. 
* con f1~~mxr0m0s: debido precisamente a la homoqenei- 
dad de 10s anticuerpos aonoclonales, se podria esperar 
que ciertos anticuerpos fueran inactivadas al ser 
can)uqados co" fluorocromos, no absta"te, esto 9610 
ocurre en una minoria de los casos, 
* con biatina: la biotina es una vitamina soluble en 
agua que puede *er ligada fdcilmante a proteinas. como 
es relati"ame"ta polar, se pueden ligar una gran canti- 
dad de moléc"1as a los anticuerpos alterando relativa- 
mente poco 5" eStruCt"r?.. la llickina y  111 *vidina son 
baratas y  e." conjugaciirn sencilla. La clave del hito 
radica e" ligar tanta cantidad de biotina como sea 
posible, aunque, paraddjicamente, si se liga demasiada 
la especificidad y  actividad del anticuerpo se pierde. 
El desarrollo de esta tdcnica tal co,"0 la CO"OC~~OS 
puede verse frenado por el auge de la ingeniería gendtica, 
gracias a la, cual se llegar6 .3 que las anticuerpos sean 
producidos por bacterias [UI] o en nielomas (176] mediante 
la olonacián de genes y  su expeesidn en lae nismas, o bien 
Por el crecimiento en cultivo tiaular normal de la 
respectiva CBl"h B [111,, 0 por otro lado continuando con 
la tranefc”“ación directa de las cdlulas productoras de 
inmuncglcbulinas~con virus o carcindqenos [uI], pudidndose 

una variacidn de este *í*tena ***‘ia una combinacidn de 
las tdcnicas con EB" y  las normales de hibridacidn [MB, 
2261 eliminAndose de esta forma Una de las grandes de*vent*- 
jas de trabajar con sangre perif&ica (los linfocito* no Se 
e*c"e"tra" en astado cle dí"iSi6" aotiv?., ya que el EB" 
activa 10s linfocito*, aunque no se tra"*formen, por 10 que 
la f"Sifirl es Id* eiiciente (In]. mung ual. (941 fusionan 
cilulas B-EB” activadas OO” un hibridoma hombre-rat6n. 
si "OS ce"tra.ao* en la terapia en el hombre CO" anti- 
c"arpos monoclo"ale*, esta mejarard sensiblemente con la 
produccidn de antic"erpo* totalmente h"m"O* (11, pero 
nientras tanto, se puede obtener gen6ticame"te anticuerpo* 
monaclc"ale* rat*n-hombre "casi h"Da"O*" con una "ni*" al 
antigeno predefinida, siendo en teoria mucho menos inmundge- 
nos en el hombre que los de rati>", aunque estas hip6tesis 
debe" ser confirmada* e" le prdctica 1501. 
otro punto gua todavia debe desarrollarse ee el de los 
anticuerpo* anti-Miotipo con sus posibles aplIcacIones en 
vacunaci6n (al ser la imagen interna del antigeno pueden 
estimular, bajo ciertas circunstancias, Ió re*p"e*ta 
i~nitaria de f0ma espdeh), Y el tratamiento de 
*"f*m*dad** a"toi"sunes (al poder ejercer U" efecto 
supresor directo sobre 10s clones celulares contra los que 
se dirige) y  el tratamiento de leucemias y  linfomae (al 
dirigirse contra loa idíotipos que portan los linfocito5 
tunore.le*, (182). 
LOS enterotoxinas estafiloc0cicas son proteinas de bajo 
peso Illolec"Lar, similares en su actividad y  composici6n, 
pero diferenciadas por su comportamiento antíg6nico. son 
cla*ifícadas como enterotoxinas debido e que producen una 
reaccián emdtlca cuando son suministradas íntr*gdstricamenta 
a no"osl la.* enterotoxinas son las Ilnicas sustancías 
conocida* de origen estafilooócioo, biol*gicame"te actIvas, 

centro de la moldcula de enterotoxina, establecidndose U” 
puente disulfuro entre ambos y formd”dc.se de esta forma el 
denaninado "lazo de la cisteina" [27], La reduccidn del 
puente disulfuro de la EEB y  la s"stit"ci6" de los grupos 
-SH, "o tiene efecto alguno en la capacidad de ,,ro"ocar 
endais D de reaccionar co" loe anticuerpos [72]. Esta 
estructura es comdn a todas las enterotoxinas secuenciadas, 
y  se asume que tambihn la es al resto (241. La secuencia y  
el "llmero de residuos e" el "lazo" es distinta para cada una 
de las enterotoxinas. 
Se han sustituido diferentes restos aminoacidicos en la 
mol6c"la de enterotoxina para intentar identificar el lugar 
de acción. La sustitución de los 6 restos "libres" de tiro- 
sina en EEB y  ESc1 carece de efecto sobre la accidn emdtica 
0 reacción con anticuerpos especificas (37, 38, 701, Eal 
igual que la guanidación de los grupos mino libres de los 
reetw de lisina en el caso EEB: pero al cambio de carga por 
acetilaoid" de los grupos amino inactiva la toxina (711. 
Cualquier eustltuciõn que altere la confm,nacldn de Ia mol& 
cula afecta la actividad de la enterotoxina [24], 
Las enterotoxinas 60" bastante mbs resistentes, en 
muoilas aepectos, que la naycria de 1~s prateinas. Asi, 
resisten la acción de enrirnas prcteo1iticas cc.nlo la pepsina, 
tripsina, renina y  papaina, y  SD" tenaorresiste"tes. Hay gue 
destacar que la tenorresistencia de las enterotoxinas es 
much mayor cuando dstõs ~e encuentra" en alimentos que e" 
la soluclcnes tampón en al laboratorio [z,], co" las 
consecuencias que de ello se deriva" para la higiene y  
temologia de 10s alimentos. 
ue e"tarotowlnas son resistentes a Ias enzilnas 
p~~t~CllitiC.SS, talea cono pepsina y  tripsina, gracias a lo 
Cual "0 so" inactivadas en el tracto digestivo cuando se 
admInistran intrag&stricanente. Si" embargo, la digesti6" 
suave co" tripsina puede alterar el "lazo de cisteina" de 
EEB Las, y  EEC1 [UT]. 
"asta el mOlne"to "0 se ha canseguida alterarla EEA con 
varias clases de enzimas protaoliticas [248]. Sin embargo, 
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1. I”l~<XULice 
anticuerpos especificos y  loe que producian reacciones 
cruzadas entre EEA y  EEE. 
A,Y**I,a: Patogeniai 
El punto de acci<in de las enterotoxinas estafIlococicas 
e5 el tPJct0 digestivo: “0 obstante, aparecen otìes 
nanifestaoiones ajenas a éste. oe estas *1timas se puede 
deducir la inetauracidn de toxemia, difUndi6ndose le toxina 
por el torre"te circ"latorio hacia otras localisacíones 
orgánicas, aunque 10s datas sobre este punto SO" nuy 
escaeos. 
Loe efectos inducidos Po= lee enterotoxinas 
estarIlac.5clcaî pueden dividirse en dos grandes grupos: 
* Efeo~os g6stricor: 
e: al parecer (262], la reapuesta eferente 
alca"za el ce"tr0 del "dInita por el nervio vago y  otro5 
nervios simpdticos, aunque para Thatcher [267], todas las 
respuestas eméticas estdn mediadas vie arco9 reflejos gue 
pasan a +.rav& del centra del vdnito. 
m: si"toma caracteristiao, pero no privativo 
de esta intoxicaci6". Puede estar debida bien e la 
inhibicidn de la absorción de liquidoe desde el lume,, 
intestinal o del incremento del flujo de fluidos hacia el 
lmlB", Kaplan y  Tenenbaum (131) indicaron gue la ingestidn 
de enterotoxina induce un incremento del peristaltisno 
intestinal. 
Enteritis: se observa en 108 C.a.808 de intoxicacid" 
grave, manifestándose como hiperemia muooee zonal, edema, 
irritacLdn tl"SCUlX. erosiones, petequias y  exudado 
purulenko [22], Tamhidn se producen cambloe microacbpicos. 
l CC-08 efectos8 
PIroq&¡ico.: el oardoter pirogdnico de las 
e~teCotoXi!laS fue p"eeto de manifiesto por cle,-)< y  Pege 
[%l. Los efectos piroq8nicos de le enterotoxina A son el 
perecer 3-5 Yeces rnds potentes que 10s de la 8 (21,. 
Pescamacíó": el contacto con enterotoxinas ha 
provocado erupcibn vesiculosa y  descarnación, afectando 

















1.j.s.s: solucidn de mJnaervaci6nr camp"esta por el loa 
de gllceral (PANREAC) y  10% de ácido ac&cico (PANREAC) 
en agua destilada. Esta solucid" ayuda a ma"te"er el 
ge1 flexible y  resistente. 
c.1.j.s: Toxinas y  RAM: fueron las mismas que las 
utilizadas en el Eistema ELISA indirecto. 
C.I.j.73 Me)mb*anas inmovilizantas: 68 emplearon 
membranas de nitrocelulosa de la inarca SCHLEICHER y  SCH”Ll,. 
El mtería1 empleado en e5t.s sistema era id$"tico 8.1 
utilizado en el sistema indirecto, exceptuando en que el 
faWdn de tapizado en ~1 que se diluian las globulinas era 
U" tampdn carbonata-bicarbonato 0'1. " pH 9'5, y  que se 
Obtenia tal y  cono se indica a continuacid": 
Solucid" A: 
l eo3nNa.................................... 1’68 g 
l agua destilada.......................... 200 ml 
C.I.l.li Alimentos: se probaron 3 tipos de alimentos: 

C. M&ter,A,rMe,cdos
variable (DYNATECH, mcd. MR 580)
* Shaker con regulacidn de temperatura (LAn LIME
INSTRUMENTS)
* Microscopio Invertido (LEITZ>.
* Arcón congelador de —SOC (KOXEA)
* Centrfffuga de mesa para Eppendorf (SORVALL
INSTRUMENTS, mcd, ¡floro SpíII 12).
* Lector de pH (CRISON, mcd. 414).
* ~a1anzadigital (SARTORIUS, mcd. 1475 MP8-2)
Stomacher (COLWORrM, mcd, 400>
0.11, METODOS
e.u.a: Cultivo
:
Expandíamos las células de raicloma en medio DMEM—HT con
el 15% de POS, por ser mucho más sencillo tener un Único
tipo de medio de cultivo que producir des distintos o tener
que suplementar el DHEM con Hipoxantina y Timidina, aunque
el miolema no necesita de estos suplementos. Los hibridomas
necesitan la presencia en el medio de cultivo de Hipoxantina
y Timidina, a no ser que se acostumbren progresivamente a
concentraciones decrecientes y posterior ausencia. Esto
puede realizarse siempre y cuando se haya eliminado
totalmente la Aminopterina acumulada intracelularmente,
aunque no siempre llegan a acostumbrarse,
A la hora de cultivar hibrides en medio selectivo, el
DMEM—HT se suplementaba con Aminopterina (a partir de una
solucién l0O,¿). Normalmente la Aminopterina se suprimía tras
la segunda clonacidn, manteniéndose a partir de aquí los
híbridos en DREM—}IT y POS,
Para realizar les pases, calentábamos tanto el OMEK—HT
como el POS en el baño termostatizado hasta 37’SC durante
unos 20 minutos (a partir de ahora siempre que se hable de
medio OMEM-HT y ros se dará por supuesto que éstos se
encuentran a unos 37C) . Tras éste tiempo se mezclaban DMEM—
~{T y POS al 15% en una botella. Tras ello se tomaba la
botella con el cultivo (que debía estar en fase exponencial,
P6~tna 74
con celulas con aspecto sano y normal y sin formar un tapia
e,¿cesivamefltt denso> y con una pipeta se tomaba medio de
cultivo y se iba lavando poco a poco el área de crecimieNto
de la botella de cultivo con el fin de desprender las
celulas de dicha superficie. Este proceso se realizaba de
manera suave, Sin formar burbujas y tratando de recorrer
toda la superficie de crecimientO.
Trae 10 6 15 lavados, mediante una micropipeta se
tomaban unos 200 si de medio con células que se pasaban a la
botella con 10 mil da medio fresco. r se Incubaban <6% de CO
2
y 32’C con el 98% de humedad relativa> con el tapén ligera-
monte suelto para permitir el paso de gases.
observabamos el cultivo diariamente con el microscopio
invertido, y cuando era necesario se realizaba otro pase
bien a botella pequefia o a grande si se necesitaban
cantidades mayores.
Nosotros optamos por no realizar cultivas de
mantenimiento (con menor cantidad de suero>. docidiéfldOflOS a
congelar las células siempre que no las necesitáramos,
evitándose ami los riesgos de un cultivo continuado
<contaminación, pérdida de sensibilidad a la Amirtiptertnl,
etc.>.
Cada das o tres meses se aí~adia al medio de cultivo
normal 3—Azaquanina <a partir de una solucion lOOM> para
eliminar las posibles variantes HOPRT +. y que así to4as las
células fueran sensibles a la AnimopteriV~a.
C.XI.b: IMunisaci¿m
:
El protocolo de inmunización que seguimos era el deta-
liado en la Tabla CA.
cada animal (ratones hembra de 8-12 semanas de adad>
me inoculaba intraperitonealmente con 5OO-5O~J ~L de la
mezcla inmunizante, compuesta por Adyuvaflte de Treuod
(Completo en la primera inoculación e Incompleto en las
restantes realizadas por vía intraperitenoal) y 5olgci~fl
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Salina <relación l’2~l> , a las cuales se ai~adia la cantidad
necesaria de SET partiendo de una solución de 1 mg/ml.
para homogeneizar la mezcla disponlanos de dos
jeringuiil5~ de plástico de 5 ml (cono Luer) y de dom agujas
totalmente metálicas cuyas puntas hablan sido soldadas sin
obstruir su abertura, de esta manera se pasaba la mezcla de
una jeringa a otra homogeneitándcse en poco tiempo, tras lo
cual se inoculaba a los ratones.
para realizar la taltima inmunización <intravenosa> Se
tonaba la cantidad necesaria de SET en una jeringuilla de
insulina. Introductasos el ratón en un embudo sacando la
cola por fuera del mismo, apoyándola en la sena y tirando
ligeramente de ella, teniendo cuidado de no presionar el
embudo, Con un algodón empapado en xilol <PAflEAC> se
dilataban las Venas caudales y posteriormente inoculábamos
lentamente la suspensión antiqénica. Tras 1—5 días se
procedía a realizar la fusión.
c.ti.ci Tusióflt
Tras realizar la inoculación final al ratón,
preparábamos las células de mieloeta para el día de la
fusión. Aquí empezábamos a aplicar el protocolo de
producción de anticuetpos monoclonalefl que se resume en la
Figura C.l. Con anterioridad debíamos comprobar su
s,nslbilidad a la Aminopterina, ver que presentaban una
aspecto macroscópico normal y que se multiplicaban miQfl
normalidad.
Como regla general preparábamos 3 botellas grandes de7
cultivo, lo que suponía 3-CdC células de míelOfl.
ln primero que neoesitába505 era obtener lae células
peritoneales que emplearíAmOS como células ?ee4er Layer”.
Para ello sacrificábamOS un ratón por dislocación del cuello
y separando la piel por la línea blanca dej&bamQS al
descubierto la pared abdominal. Con una jeringuilla y tras
limpiar la musculatura abdominal con Sohacíón Salín
estéril, inoculábamos 5 ml de solución Salina en la cavidad
fi
r
y ~V> ‘y
Figura C. ½ ~,aqr¿ma de flujo de la produccion de antí—
cuetpcs nor4~cienaleS
fS~N¡zAcrfl—-$rt~J LCEL MI E tOMA
TTO &AVADO
LtLá~ti§T’ lo —
1 minuto
115
715.20 días
ELIflj111
1 PANSIOC”1
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abdominal. Durante 5 mInutos dábamos masajes suaves a la
pared abdominal para mejorar el efecto de lavado de la
solución salina sobre el. pritoneo. Posteriormente. 55
succionaba la Solución Salina con una jeringuilla de 5 ml.
teniendo cuidado de no dañar ninqun ama intestinal para así
evitar contaminaciones. En la Solución Salina que intro-
dudamOs en un tubo de centrífuga estéril se encontraban
gran cantidad de sacrófagos peritoneales, pero también otras
células.
Estos macrófagos se añadirían de forma previa al
proceso de emplacamientO de Los productos de la fusid.n, como
ya veremos más adelante. No obstante estos macrtfagos debían
lavarme con DMEM’4IT antes de su uso. El lavado consistía en
añadir al tubo de centrífuga aproximadamente 20 ml de OMfl<-
NT. centrifuqándolo a 1000 rpm durante 10 minutos a
temperatura ambiente. El sobremadante se eliminaba y le
operación se repetía una vez más.
tí siguiente paso er, obtener el bazo del animal
inmunizado. Para ello sacrificábamos el animal por descerví-
cación, inmovilizándolo seguidamente en una tabla de corche
mediante unos alfileres. Tras desinfectar la piel con
alcohol de 90’ y lavarla seguidamente con Solución tialina
estéril, procedíamos a separar la piel realizando un corte
por la línea blanca. Una vez separada, lavába,T.os la pared
abdominal con Solución Salina estéril, abriéndola inmediata-
mente de forma aséptica. Una vez que la cavidad abdomimal
estaba al descubierto, realizábamos una rápida inspección
visual pata comprobar que el aspecto de la misma era normal.
y seguidamente procediamios a la localización y extracCi~
del bazo que se depositaba en una Placa de Petrí estéril de
15 — de diámetro (GREU¿U>. & esa placa y a otras cuatro
similares se les añadía 4 ml de 014EM-Wt con el fin de lavar
la superficie del bazo. El bazo era pasado suaveme-’tC óe una
placa a otra con ayuda de unas pinzas que previamflte hablan
sido introducidas en alcohol de sr y luego flameadas rFa
eliminarlo.
Una vez que el bazo estaba situado •ft la quinta placa,
- ~‘yIafl
t~na tetilla esterilizada en autoclave y la deposi—
tatnu deba4o del bazo. Con la ayuda del embolo de goma de
una ;eringutlla de plástico de ~ ml y unas pinzas rompíamos
el bezo, actuando la rejilla cosio un tamiz, obteníen’dose así
ólwlon sueltas. La opetactón se daba por concluida al
observar la inexistencia de grusos, retirandose seq~aidamente
la re)IlIa, encima de la cual se ancontraban restos de
tefldo conectívo y ecutiulos grasos del bazo.
[sta suspensión de celuias de tazo en CMF.M-WI’ era
traspasada mediante una pipeta a un tubo de centrífuga,
realizando dos lavados sas de la placa de ruptura con OME>!—
MT para recoger más células. Una vez traspasado todo al tubo
de ce-ntrlfuga, se completaba con bMEfl-MT hasta 45 ml
.pro~i ‘dasente. ~n este momento se aftadia 1 ml de la
sol ‘ion de Usada de eritrocitos ACE, dejándola actuar
aprofl.damente 2 minutos tras los cuales se centrifugaba el
tub, • tal y o vernos no adelante.
Simultáneamente se recogían las células de mieloma
mediante la-vados de la superficie da crecimiento de las
teilea con la ayuda de una pipeta de 10 mí, procurando
re caer t~¶a It. superficie. Una vez que observábamos que la
pared de la botella se encontraba limpia, se trasladaba el
u> ‘enido da la-ti botellas a dom batee, de centrífuga.
-ompletiod e el volumen hasta 45 mi con tmiSflt-RT.
Loa vez rp~e las células de nieloma y las esplénicas
e. t ti en sus respectivos tubos, se realizaba una
2.nifugaclon de lo minutos a 1000 rpm y temperatura
a, lente, Tras ello, se eli.ninmba el szxbrenadante y se
remp~m el sedimente agitando ligeramente los tubos,
at,ad¿eM se unos 45 ial de ~lM!M-wt, En el caso de las células
de nzel’ama, en oste primor lavado, at.zdiamoa primero ~.mes 10
ml do bi<ri4—~IT a umo de loo tutes, y tras agitarlo un poco se
~anba el i.ortenióo al otro tubo, completándose entonces el
volun’s hasta 45 ml con ~mfl4-st y se llevaban a centrifugar.
rato proceso de lavado se realizaba tres veces, y tenía
coso ~~bjet.o elisínar el Suero Fetal ~vino en el caso de las
<Cutos de niel a, y ‘can y los productos del usado de
“‘5 ‘5
los eritrocitos en el caso de las células de bazo.
Tras realizar todos los lavados, contábamos las células
de bazo y de miolema de que disponíamos, para lo cv-al
resuspendlasos el sedimento en una cantidad conocida de
DMEM-HT (5 mi para las células de mieloma y 10 ml para las
de bazo ya que su número es mucho mayor y con ello
facilitamos el recuento>.
Para contar ambos tipos de células, así como los
,nacrófaqos. y para hacernos una idea aproximada faunqwe mo
exacta> del número de células viables, mezclábamos 100 si de
la suspensión de células de mieloma con 100 sí de Tripan
Azul (it 1> y 100 sí de células de bazo con 400 sI del mismo
colorante (1t4>. Para contar nos valíamos de una cámara de
moma (BRAMO>. Tras realizar el recuento al microscopio
invertido y obtener la media do las diversas cuadriculas
contadas de la salía de la cámara (se contaban las
cuadriculas más pequeñas cte que consta esta cámara),
obteníamos la cantidad total de cada uno de los tipos
celulares gracias a la siguiente fórmula:
me a y 16 x 10 y 1000 y l~ x o
donde & es la media del recuento, b la inversa de la
dilución realizada <2 en mieloma y 5 en bazo) y e el número
de mililitros de OMEM—IIT (5 en mielosa y 10 en bazo>.
El recuento de mscrófaqos se realizaba tras
resuspendexlos en 1 mi de U4ZM-WT y mezclar 100 nl de lAos
mismos con 100 si de Tripán Azul.
Una vez que sabíamos el número de células da aieloraa y
de bazo, las mezclábamos en una proporciózi liS (1 célula de
sieloasa por caja 5 dc bazo) y procedíamos a realizar la
fusión.
Para preparar el PEO, pesabamos 2 q del misma y les
añadiamos a un tubo de cristal que tenía 2 ial de cesnt—n.
Para homogeneizar la mezcla. CfileI%tábfiSCS el tuba a ‘anos
6O’C durante unoS 5 minutoS para epa el FF5 pasara a fase
fl4’M U
iíqu¿da. t’na na conseguido se homogeneizaba bien agItando
el tubo y se esteriliamba a través de un filtro acoplable a
)er~r1q-Lflhls (O’22 sial fM!LLIPORE) pasandolo a un tubo de
vidri~ con tapen de goma esterilizadas por autoclave.
Para reai;zar la fusión tomábamos 1 ml de la solución
da PtO y le ~adiamos a la mezcla celular durante 1 minuto,
gota a gota, haciendo que estas resbalasen por toda la pared
del tubo mientras que este so gíraba lentamente. A
continuación, y de forma muy lenta, se iba realizando el
proceso de rehidratación con Das~M-liT. Así, los primeros 5 ml
se a~adian gota a gota. de la misma forma que el PEC. y a la
misma velocIdad (1 ml por minuto>. Los siguientes 10 ml eran
aña7ji7l,s del mismo modo pero doblando la velocidad
(apzo~imadamonte 2 ml cada minuto>. El resto del DMEM-tt-T
~hfistaun volumen de 45 mi) se añadía ligeramente más
rápido, pero siempre resbalando por las paredes del tubo
mientras se giraba el mismo lentamente.
Em este proceso de rehidratactd~n. resulta más importante
realízarlo de forma lenta y suave, que el estricto respeto
de los tiempo-a.
Una ves comoluida la rehidratacién. los híbridos se
-de~abon a temperatura ambiente durante 10 minutos, tras lo
qne se centrifugaban a 1000 rpm -durante l~ minutos y tampa-
ratura ~,bíente, Tras la cestnituqactón. se eliminaba el
sobreraáante y Los productos de la fu-sien se reocapendian en
el medio selectivo que estaba formado por:
• flS—Mt 20%
* 554 M-dlt
* Aseincspterirva (a partir da rock lObx>
* Macrófagos, 300 cé-lulam por pocillo
Todo elle pera el volumen necesario para que al
ecspls-c-ar las celulas obtuyi~rasos un total de 200.000
~el las t ~ si por pocillo. Así tres ello, me •7splaCab’an
en las mxcrsaplaoa-s de Se, pocillos con ayuda de tina
ml r pipeta de 8 canaIn y puntas estériles, llevándose
di has placas a la estufa de CO
2
es
U •.,.,.l
Los primeros días no se manipulaban las placas,
procurando abrir el incuhador lo senos posible <siempre que
ej resto del trabajo lo permitiera> para evitar en jo
posible grandes alteraciones en los (actores ambientales
<temperatura, humedad y concentracion de Co 3, lo que esa
perjudicial para el correcto desarrollo de los híbridos.
Tras una semana ya me podían realizar observacicraes
microscópicas para comprobar el crecimiento de les
híbridomas, teniendo siempre una gran precaución a la hora
de manejar las placas.
C.II.4I 2fls9s165 de hibrido,_secretoras: <Fiqura C.2>
Ya a partir de lo-a diez días se podía realizar un
chequeo para identificar aquellos pocillos que poseían
hibrldoa productores de anticuerpos espeoiticea frente a la
enterotoxina con la que fue inmunizada la ratona con cuyo
bazo se realizó la fusión.
Nosotros empleamos el sistema ELISA indirecto consistente en
los siguientes pasos:
* Tapizábamos los pocillos de las placas de FLUí con
100 il de una solución de 1 ,~q/ml <en PM> del antígeno
homólogo empleado en la inmunización. Las placas se
incubaban toda la noche a 37’C en aqitación dentre de
una cámara húmeda.
• Se volcaba el contenido, y sin lavar se sAedias lfl
pl de una solución de StA al 31 en PM, procediéndose a
su incubación, a 37’C en agitación y en cámara húmeda,
durante 1 hora.
* Se volcaban las plecas para vaciarlas y se realizaban
3 lavados de aproximadamente l’3 minutos cada taño COSI
PBS-T. Tras secar las placas geipeando las mismas sobre
un papel filtro, se añadían entre 75-100 ~.ldel ,‘abre~’
nadante de los hibridosas incubándo las places era crAn-
re húmeda y en agitación durante 25 horas & >i’c.
* Se vaciaban las placas, Lavándolas postericnesfle 3
veces con PBS-T y secándolas a continuición.
fle*o,. U
Fiq. 0.2: Diagrana de flujo de la secuencia de pasos en el
método ElISA Indirecto.
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Inmediatamente se añadía el conjugad-o ccnercial
consistente en Inmunoglobulinai de Conejo anti—Iqt de
jtatón a una dilución 1/1000 en PM-? <SO ¡sí de
conjugadO por pocillo> y se llevaban las placas a
incubar a JVC en agitación y en cámara humada durante
30 minutos.
* se vaciaban los pócillos y se lavaban las placa;
entre 8 y 10 veces, añadiendose tras secar las placas
100 ~l de substrato, dejándolo reaccionar durante 10-45
minutos aproximadameNte. Una vez desarrollada la
reacción, las reacciones se median en el lector automá-
tico de ELISA a 450 mm.
Este proceso se relizaba dom veces con un intervalo de
7—lo días <tras cada uno de ellos se añadían 100 ¡sí de medio
nuevo a cada pocillo> para confirmar los pocillos positiVOS.
c.ii.*i donación por dilución ~ímltem
Una vez determinados los pocillos que poseían híbridos
secretores de anticuerpos frente a la El en cuestíen,
necesitamos realizar la donación para asegurarnos de que el
anticuerpo producido era manoclonal. La; clonacloaseS lM
realiZamOs por el sistema de dilución limite.
Para ello el día anterior a la donación caloslábamQ
el número de placas que se iban a necesitar. tenIendo en
cuenta que se empleaban 12 pocillOs por bibridon a clamar.
Eso día se extraían de un ratón sano células perltonbfile-#.
tal y como se describió en el apartado O.fl.O. Tras realiaar
los lavadOs y el recuento, se emplacabfl a razóá de 000
células por pocillo en 50 s.l de DMEI<-I¡tT con el 20>1 de YC&M
y AninepteLtiná.
Tras dejarlos hasta el día Siguiente en el imc’yaflk’r de
CO , se procedía a realizar la donación de los zaibrk4omas
2
efectuando sucesivas diluciones dobles. Así, nc t42Uk’n 5-0
ul del pocillo original (tras remover varia; veces con la
micropipeta el asedio. desprendiendO de esta manen los
híbridos 4.1 fondo del pocillo) y 54 pa5ab~fl al primer
pocillo de la placa de clonacion, mezclando bien el
contenido y pasando el contenido al siguiente pocillo, y así
sucesIvamente hasta completar toda la serie.
Una vez realizado el proceso con todos los híbridos
seleccionad-os, se añadian 100 gí de medio fresco <DM[M-Mr
con )ainopterlná y suplameritadó con el 20% de FCS-M>.
trasladAndo las placas al incubador. Tras 10—15 días se
realizaba el testaje tal y coso se describió en el apartado
e.u.a, teniendo en cuenta que los primeros pocillos
presentaba un sarcado sobrecrecimiento.
El pocillo positivo de dilucion más alta, era reclonado
por la misma técnica una voz más y esta donación analizada
de a los 10—lS itas.
o.n.u lJ~ufl44m de les elon~:
El primer paso, para al cual eleqiamos el pocillo
positivo con la dulucion más alta de la segunda clonacien,
consistía en trasladar el clon a una placa de mayores
dtmemsione,s, coas paso intermedio al cultivó en botella.
5-sta placa tania 24 pocillos. Para realizar el proceso, bien
si día anterior añadíamos 0’5 ml de IMEX—XT con o sim
a¿~slnoptsniaa y con el 20-1 de FCS normal y con 1000 células
peritoneales por pocillo, o bien preparábamos la placa el
mismo día de la expansión de igual forma pero sin
siacrófaqos,
En onsíquier caso, una vea lista la placa, tras reonr
varias veces el pocillo elegido. se pasaban 100 ¿il ‘4* dicho
pocillo e uno de los de la placa de 24 pocillos. Tras haber
pasado tcdo,s los clones seleccionados se aMia 1 ml de medio
U4fl—trT con o sin Anlinopterina y el 20-1 de FCS.
Tras t~nos días, y cuando el clon estaba le suficientesie
‘kesarrolledo, se procedía a dar el pase a urna botella de
vltivo tisular peq’5eña. Para ello a~4adíamoa 9 ml de medio a
la botella d=MFX-flTsin Amiropterina con ml 20% dc 5-CO> ‘
pasábamos 1 sí de medio con células del híbrido tras remoNer
el cult.*o del pocillo con ura pipeta y lo llevábamos a la
~*5’~S •‘
estufa, abriendo ligeramente el tapón para permitir el pa-so
de gases.
Tras esto. realizábamos los pasas de forma idéntica,
pero trasvasando tan sólo O’5 ml de cultiuo a la botella
n’aeva y con el 151 de ECO.
Normalmente tras 4-7 pases el clon estaba cospletaflbtte
estabilizado para el cultivo, y podía ser expandido a
botellas mayores para ser congelado o iMctJladO
tntrapstritonealmente a ratones.
O. lt.qi £u~&ttUJLUiS&V
Una vez que obteníamOs la/s botella/5 necesariaS 00’
células manas y en fase de crecimiento exponencial tanto
células de mieloma como hibridomas). procediaSfl a
separarlas del plastico con la ayuda de una pipeta y deposí-’
tábamOs el medio y las células en un tubo de c,ntrifugt~
Tras centrifugar a 1000 rpm durante 10 minutoS a temperatura
ambiente se eliminaba el sobrenadante y se rompía el sejí—
manto celular agitando el tubo, tras lo que se aftadian 3 ml
de la mezcla de congelación <ECO con ~»4SOal 10%> en el o-aso
de tratarse de células precedentes de una botella grande de
cultIvo o 1 ml si lo eran de una botella pequeña. La mezcla
de congelación se añadía gota a gota. procurando que resma--
lara por la pared del tubo y girando leratamente tate.
Realizado esto se pasaba a les tubos de conqelaclón
convenientemeNte rotulados con la IdentificaCión del hibrido
y la fecha de congelación, a razón de 1 al de medio de
congelación con células por tubo, para inmediatamente
depositar los criotubo; en un arcón congelador a -are
derante ía horas y luego traslada-dos diroetaflflM a
Nitrógeno liquido para su conservación, o manteni44t.dolfl a —
00.C pernanentessente.
C.ít.h: ~eo,eoaqelaCtóM
Se extraía el criotuto del Nitróqfl’a liquido o del
st
arc-e,n congelador de —BO’C y rápidamente se descongelaba
a141t&mdoIe suavemente en un baño a 37’C. tina ve; <Sescongela-
do, se volcaba el contenido en un tubo de centrífuga y se
aAadia,s 10 ml de 0MflI—Ht gOta a gota, resbalándo por las
paredes del tuba y girando este suavemente. El resto del
OMIS-as? basta 45 ml se añadía de forma rápida. Con este
lavado intentábamos eliminar el 0>150. Tras centrifugar a
1000 rpm ctoi’ante 10 minutos a temperatura ambiente, elimina—
bames el sebrenadante y rompíamos el sedimento agitando el
t’áo. Seguidamente at.a-diamos 10 ml de ONEM—MT con el 2O~ de
ltS y traspasábamos células y medio a una botella de cultivo
tisular, que llevábamos a la astuta.
0.114. ut!re14m d~jseltjj:
Para producir anticuerpos monoclonales en grandes
cvanttd-adee recurrimos a la induecion de tumores asciticos en
ratone; SALá/o (machos y hembras> • para lo ¡pie pretratábanos
lo,; ratones inccxalande 0’i ml de Ádyuvante Incompleto de
Prend sia-tre 1 y 3 días antes de pinchar los hibridoasas.
tres ooaprobar el estado celular por observacidn
directa bale sí micrescopio invertido, desprendíamos las
célula-e dé 1; pared de la botella, y las centrifugábamos a
1004 rpm- dnrac.te 10 miasutos a temperatura ambiente, y tras
eliminar el s’obrenadam-te. se precedía a su recuento, y se
r-esnpdndlan en tMEM-4tT, de tal manera que en 0’ 5 ml se
-6
acoratrartn 1-3 x 10 células, cantidad que iba a ser
1-asteulada en cada ratón.
TraspasLbaaos las células en £mrM-ET a una jeringuilla
de 5 ml y se inoculaban 0’5 ml de la se.spensión a cada
ratón.
Normalmente a partir de les 7-10 días ya se podia
recoger liquido escítico, la qn hacíamos mediante una aguja
dé &1 X 25 mo (VVSOJFt). Otras veces sacrificábamos al
aaúmal en vez de realizar extracciones sueesivas. El liquido
ascitico se distributa en alicuotes en tutee para Eppendorf
de 19 ml (~1WEfl y almaceneshos a —50C hasta su piaifica—
*5
ar-~
ción.
c.Il,jt !~iflticaci6n_y,tlm.cemL4qjto:
Para purificar la ascitis, primero d,ecnr~9elaaiaO5 les
tubas Eppendorf. tras lo que centrifugábalsios 15 minutOs en
la centrífuga para dichos tubos, par-a así eliminar los
materiales no deseados de la ascitis y recoger el so,brons
dante de todos les tubos. Tras juntarlos. coaemzAbar5~.fl el
proceso de purificación propiamente dicha.
rí primer paso consistía en añadir al liquido escítico
un volumen idéntico de agua destilada y otro volumen igual
de Sulfato Amónico a saturación calentado previament.e al
baño maria a lOO’C y dejándolo enfriar a temperatura
atiente.
El agua destilada se añadía sin ninguna precaución
especial, poniéndose la mezcla a agitar con una barrita
magnética. El Sulfato Amónico era añadido gota a ~nte de la
manera más lenta posible. y una vez qtae a-sto se habla
enfriado lo suficiente.
Una vez terminado el proceso se pasaba todo el liquido
a tubos de centrífuga y se dejaban reposar 18 horas a 4’C,
tras lo que se centrifugab, a 8008 rpm durante 20 minutos a
~o’C. Al finalizar la centrifugación se eliminaba el
sobrenadante y se resuspendia el sedimento en 4 ml de PM.
plf 7—72, dializándolo a CC durante 18 horas en el aleo
PM en una tripa de diálisis (“Viskin41 DyaliSis Tubiríq
fi/32n, nAVA). A continuación se fraccionaba por gel
filtración a través de una columna con remirta Sephadex 0 lOt
<PHAR><ACIA>.
Mediamos la absorbencia de las diversas fraccione; a
280 ma y concentrábamOs los picos en ~ 20000 ISERVA) tres
introducirlos en una tripa de diálisis C’WiSkINi Dyalisis
Thbíng” 20/32, SElVA>.
La actividad de los picos (presencia do -MítiCO;!p4os
nonoclonales> se comprobaba por el sistema [LISA indirecto
(ver apartado c.II.d>. La ¡raccien positiVa se distribuía •n
*5
C. Mpteti&¡ t lébados
alícuotas en tubos Eppendorf <1 ml en cada uno) y Se
almacenaba a —80O hasta su empleo.
No obstante la mayoría de los anticuerpos monoclonales
fueron parcialmente purificados por precipitación simple con
Sulfato Anónico y diálisis posterior, cono se ha descrito
más arriba.
C.1I.k: Determinación del titulo
:
Octerminanos el titulo y las curvas de dilución de cada
anticuerpo monoclonal, mediante ELISA, tal y cono se descri-
bid anteriormente. Se analizaron diluciones dobles seriadas
de cada anticuerpo monoclonal en PES a partir de una di-
lución 1:10 previa en esta mismo tampón. También se determi-
naron ambos factores tapizando las placas con 1 gg de EE por
pocillo <10 veces más que anteriormente> (811. Esta prueba
también fue realizada con ascitis, pero en este caso las
placas se tapizaron con ~q pq de SE exclusivamente, y se
realizaron diluciones decimales de dicha ascitis en PM.
Definimos como titulo la máxlaa dilución a la que se pro-
ducía una absorbancia =0’1.
0,11.1: Determinación de clase y subclase de IcO
Empleamos RIN especifico para cada subclase de ¡go de
ratón en la técnica ELISA descrita anteriormente, Cada RAM
se diluyó siguiendo las instrucciones de la casa comercial
en PBS—T a las ooncentraciones que a continuación se
indican:
* ¡go 1:3200
1
* 190 : 1:600
2a
* 190 : 1:400
2),
* 190 : 1:800
a
Sólo se analizó una concentración de cada anticuerpo
nonoclonal, según los resultados obtenidos en la
determinación del titulo.
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C.lI.m: pete~AtuJ.±!de reacciona; eruua¿s~!t
c.zz.a.lI ELISA: se trató de deteniDa!’ las posible;
reaccioneS de cada anticuerpo monoclonal con los setttipos
heterólodos en el sistema ElISA. Para elle se tapizare!’ las
placas con 100 ~í da una solución de 1 uq/ml de enterstwxil2
cruda, realizándose a continuación el 11141 de forma normfl,
como ha sido detallado antsrtormentfi.
c.l1.s.21 Inusetttfl¡f•flflitl esta técnica esta
compuesta por los siguientes pasos: <Figura e.u
C.1I.m.2.lI tlectrefereiiis la electroforesis se
realizó siguiendo las instrucciones del “E’Mst Systeml
• enfriar la cama de los geles hasta los l¶~C. Esta
cama se encuentra en la unidad de separación y control.
• añadir 100 pl de agua destilada en la zona de
colocación de les geles.
* extraer el gel de su envoltún y separarlo de la
cubierta protectora de plástico mediante la uttllíacién
de pinta;.
• depositar el gel en el lugar corresporttinfl de la
unidad de separat’itll y control. evitandO que se fornen
burbujas de aire al deslizar dicho gel por encima del
agua destilada, secando posteriorm5t~tC cran la ayuda da
papel filtro la zona que bordea el gel.
* colocar el soporte de las pastillas de tampón,
introduciendo posterior!áente dichas pastillas empleando
guantes de látex para no pasar proteínas de las manos.
• bajar la unidad de electrodos y comprobar qué estos
contactan con las pastillas de tampón.
* cortar un trozo de Peraf 110 y aplicaris sobrO el
molde de las muestra; con el empleo de guante;, para
producir unas depresiones en el Péarafilm es las cuales
depositasios las muestras <aprotimadanentO 3 ¡sI por
pocillo> evitando que al realizarlo se fornen bmxtstju..
* depositar el peine aplicador de muestras zobre la;
mismas, ascendiendo Éstas por capilaridad <1 s.l de cada
una de ellas>.
r. 9’
O. M.t#ti.t y Métc&,
Piq, C.3: Diagrama de flujo de la secuencia de pasos en la
ineunotransferencia.
PREPARACION
NUESTRA EN
SDS—MERCAPTOETANCL
(1% SDS—M>
ELECTROF’ORESISSDS-POLIACRILKMIDA
EQUILIBRADO DEL
GEL
5 mm
SEPARACION DEL GEL DE
SU SOPORTE PLASTICO
APLICACION DE UNA
MEMBRANA SOBRE EL GEL
ELECTROELUCION
.1
1 hora
BLOQUEO DE LA MEMBEANA
30 mm, Temp. Ambiente, agitación
IIANTICUERPOMONOCWNALII
~OOJ
2 horas, 3VC,
37C, agitación
LAVADO (PBS—T)
agitación
RAE
<1:500)
1 hora,
LAVADO <PBS—T)
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U• colocar el aplicador de muestras en el lugar
correapondiemtt de la unidad de separación y control.
* realizar la electroforesis durant, unos 30 minutos
bajo las siguientes condiciones: 250 y, 10 mA, l5~c y
65 vii.
Todas las muestras sometidas a este proceso se
encontraban a una concentración de 5 s.q/ral si ase gel
se iba a someter a una posterior transferencia. si sólo
¡se iba a realizar una electroforesis, las muestras
(incluido el marcador de peso molecular) tenían una
concentración de 50 gag/ml.
La detección de proteína; en el gel se realizó mediante
el método de azul de Coomassie. En este sistema las
soluciones empleadas actúan tiempos variables sobre el
gel:
* solución de teñide: fi minutos
* solución de lavado/desteñido: 5 minutos
* solución de iavado/desteMdo: a minutos
* solución de lavado/desteñido: 10 minutos
• solución conServadora: 5 minutos
Todo el proceso, incluyendo los pesos anteriorm¿ente
citados duraba aproximadamente 40 minutos y se
realizaba a 5O’c.
c.1X.m.a.2a Trfifisferooia* para realizar la
electroelución y la inseunodetecci¿n se siguió la meto-
dologia de Towbin skfl. (272), con la; variantes ade-
cuadas para su optimización.
C.II.m.2.3.aí ulectroeluoióm, tras finalizar la
electroforesis se procedió a la electroelución,
proceso que consta de los siguientes pasos:
• equilibrado del gel en el tampón de transfe-
rencia durante 5 minutos
* colocación del gel sobre un soporte de madera
recubierto de papel filtro, fijándolo al mismo
mediante chinchetas, procediendo a retirar con una
espátula la parte del gel situada por encima dei
frente y así mismo la zona de empaquetamiento del
principio del gel.
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£ separación del gel de su soporte plástico con
una cuerfl de piano, comenzando dicha separación
pc-! la parte del gel con más alta oonoentraclón de
pellacrílamida y terminando en la zona de
eQaquetas 1 acto.
• aplicación del gel sobre una membrana de nitro-
celulosa previamente equilibrada en tampón de
transferencia, y este cc-ajunto entre des papeles
4. filtro humedecidos en tampón de tranferencia.
Toda ello, es colocado entre do. palas de esponjas,
e introducIdo en la cubeta de transferencia,
siempre con el gel en el lado del cátodo y la
nmÉrar~i en el del ánodo, ya que las proteínas
migran desde el polo negativo al positivo.
La ciectroelución se realied a se voltios,
ccnsiderar,dosse terminada tras una hora.
t.It.LZ.a.b! lsimnoflteseléa: tras finalizar la
electrrtelvsción se separd el gel de la membrana y
se procedió a realizar el bloq~,eo de la misma
incstdmdola en tampón de bloqueo durante 30
mimotos a temperatura ambiente y en agitación. La
immunedetaocién propiamente dicha consté de les
siqultmtes pasos:
* Incubación de la membrana durante 2 horas a 2VC
y en agitación con el amttcuerpo monoclonal a una
dilución iWkó en tampdn de bloqueo, preparada
inaediataeeota antes de eta use.
• tras el pase artterlor se precedid lavar la
membrana 3 veces en la solución de lavado. Cada
lavado duró 5 mistaSes y se realizaba a temperatura
ambiente y en agitación.
• incubación de la membrana en ‘ea s,eincién l:%ft
de conjugado realizada cm tampón de bloquee,
durante 1 hora a 37’C y en agitación. te empleó
suero &ntí-inaunglotealins de ratón obtenido en
o jo marcado con pernidasa.
•~ proceso de imvade idéntico al descrito mas
arriba
• insiersio,, de la membrana an el substrato. Esta
o
solución se preparó momentos antes de ser emplea-
da, no pudiendo ser reciclada.
CdI,n’ !3eteruinact¿m de ja capacidad de detecelós de U be
.
Esta prueba se realizó por el sistema de alzA
indirecto. Para ello se procedió al tapizado de las placas
da ELISA con 100 i.i de varias concentraoiohes de la
enterotoxina frente a la que fueron producidos loe
anticuerpos saónoclonales de este estudio. Las
concentraciones de enterotoxina empleadas fueron 1, 5. lo,
50, 100, 500 y 1000 ng/ml. También se analizó el
comportamiento de cada anticuerpo monoclonal ant, la
ausencia de enterotoxina, para lo que los pocillos dedicados
a este efecto se rellenaron con PM—T. Esta etapa de tapiza-
do sufrió el mismo proceso de incubación que e). descrito
para los demás ELISAs indirectos. Cada anticuerpo nonoclonal
fue empleado a la concentración habitual, completándose el
ELISA de la forma habitual.
c.II.5: prueba di imbibteiáxt de la upida e la 13 bemólns
:
La estimación de la afinidad de los antic’jerpos
monoclonales por el antígeno fue realizada por flUA
Indirecto, Para ello se emplearon placas de microtitnlaclón
tapizadas con 100 Ml de una solución de 1 Mg/ml de U.
Para poder comprobar esta característica enfrentamos
200 ial de cada monoclonal a concentración doble de lo normal
con 200 nl de diversas soluciones de enterotoxína ~l, 10.
100 y 1000 ng/mI), para que de esta sanen la concentracIón
final del anticuerpo fuera la rutinaria. Como referencia se
rancIaron 200 ¡jI de los monc’cIonales con un volumen idéntico
de PM. Estas mezclas se incubaron durante í5 II en agita—
clon a 37’C. Tras este periodo fueron añadidas por triplica-
do a las placas de ElISA. realizando el resto del proceso de
manera normal.
Tras la lectura, se calculó la constante de disociación
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(1< ) mediante la fórmula descrita por Friquet et al. (98],
D
para anticuerpos poco purificados. La fórmula es la siguien—
te~
1A’ 1 1 A—A’
— a — )< ~l— <
A a MD A
donde A es la lectura obtenida sin mezclar con antígeno, a’
es la obtenida tras incubar con la toxina y a es la
concentración de anticuerpo.
C.Il,ot tetsrminaotóm dé la validez del anticuerpo para ta
pisar
:
Previamente se deterninó el porcentaje de proteína
según la fórmula siguiente:
densidad óptica (280 nn) 1
mg/ml proteína = dilución
La validez o no de un anticuerpo monoclonal para
relimar labores de captura de enterotoxinas en la prueba
ELZSA se realizó de la forma siguiente: se tapizaron las
placas de microtitulación con una solución de 10 pq/ml de
cada anticuerpo en tampón carbonato—bicarbonato O’1 M pH
9’6, incubando dichas placas a are en agitación durante 18
la, Tras este periodo, se lavaron con PM—? las placas tapi-
zadas con los anticuerpos, a las que se añadieron loo pl por
pocillo de diversas concentraciones de enterotoxina homóloga
<1, 5, 10, 50 y 100 ng/nl>, El blanco se realizó añadiendo
100 pl de PBS—T en cada uno de los pocillos destinados a
oste fin. Tras sufrir las placas una incubación de 2 h,
fueron lavadas 2 veces con PSS-T, y se depositaron 50 pl de
suero policlonal especifico para cada una de las enterotoxí—
nas homólogas (SEA y BES) marcados con peroacidasa a una
concentración dc 30 ¡¿1 en 10 ml de PBS-T. Estos antisueros
fueron producidos en conejos siguiendo la pauta de inocula-
ción descrita por Robbins y Bergdoll (224). La conjugación
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Je dichos artí uerpos pollclonsles se realizó siguiendo la
tenita desea liada por flaksne y flnoi ~l92~. con las
varla.ci&rves citadas en el aparta4o en el que describe la
cidaciOn de la ea,zina a los anticuerpos mono- lomales. El
con~i~qado fue incubado d,4rante 30 mm era agitación a 37’C,
tras lo que so lavaron las placas tres veces cose PU-?.
procodiéndose al llenado de los pocillos con 100 ¡¡1 de la
solución substrato, «pie era Viantlca a la empleada en el
ELI$A indirecto descrito con anterioridad. La lectura se
realizó de igual manera a 450 no.
0.1l.p’ YAUI±JAE.MflSI¶329J 0fl fl-
Los anticuerpos monoclonlCS fueron úon~uqado’* con
peroxidasa de ratono picante (sl4ifl> siguiendo el sdtodo de
Nakane y Kawaol [lfll. sYoepto en gua el complejo 1 G.tntin
no fue reducido con NebM y que se emplearon 10 mg de ¡qe4
por cada 3 mg de peroxidasa en vea da una relación de 5 a 5.
Esto se realizó así ya que en nuestrO Istóratótio se >.a
demostrado que esta reducción da pesos no aptota la Seasí”
bilidad. ni determina la aparición de reacciored cruzadas
E1121
Orevenente. la técnica consistía en los pamós
s tilo Lente-sa
fi se disolvían 5 mg de pez-oxidasa eran disuelto; en 1
ml de IiA~O M 0’1 M pH Ul preparado inmedl&taflnte
antes de su utilización. A la solución anterIormente
descrita se atedian o’l ml de una solución de fluotSL-
nitrobenceno al 1% en alcohol absolnts <PASItACb
• tras agitar suavemente durante una hora a t*apentun
ambiente, se adIcionaba 1 ml de NatO O’Cd II en agra-a4
destilada, continuando en agitad n durante ~$ nin sU.
Se añadía a con-ti¡¶uadión 1 nl de otilen glicol O’l6 K
en agua destilada, agitándose durante una ben
temperatura ambiente.
* la mezcla se introducía en un U be de diálisis tipo
9/32 (SERVAl y se dializaba frente a 3 1 de tpti
e,
-srb te 3C)I M pta VS a CC.
• al 4ta s1?uiente se realizaba la mezcla de 10 mg do
tgc ooo lcs 5 ng de peroxidasa incubándola 3 h a
to=s~ratura ambiente, tiempo tras el Cual se daba el
proceso coso lOnClluAdO, congelando los inmunoconjugados
e • ¿VC,
ALga & LUÉMA,Je fl~Mn: (Figura C.4)
ti ocoperaslanto de cada uno de los anticuerpos mono—
-<tonales con ~adoo e la peroxidasa de rábano picante fue
dne¡-oína.do por el sistoas siguiente: las placas de
palie trono se tapizaron con los anticuerpos monoclonales
que es comportaron «te forno adecuada en la prueba de tapiza—
aso Ita en el apartado C.ll.e, a la concentración
rita en no ponto (13 ¡uní) Posteriormente y tras
mU Sr ia ~baatl e habitual en la anteriormente citada
e se sÁsdier 1 1 de toxina a diversas Concentra—
noei 0.. i. s, lo, 50 y 100 ng/ml en PM—?, las cuales
oh incubadas manto 2 fi a iJ’C. Posteriormente y tras
t~Or Les plicas, Se atadleron 50 ¡41 de una solución al
en T de cada uno de los monoclonalee marcados.
~-ho ‘no o sine WC yen agitación, Coftoluyóndose el
«A 4e Ra forno ~atait;al.
- A (Figura C.5>
Par-a remIten note proceso se siguió el método descrito
por Po-leer ~2flN keremente el método consiste en
tone ~.o nl g del alimento. A la muestra semisólida
‘1 se e. cd eno IR al tSe agua destilada, y a la sólida
~nao ko 1 0 ml. «a nuestra sesisalida se agitaba vigo—
e - o, ¡tío ras que la sólida ?váo de Ser molturada,
Sr jeto- de -v ~‘ ttaec, A continuación se realizaba
os kc4s, aVstandr, el PM a ¿‘5 con Ch 6 lI
~ e~ - se tuno valor toen superior. Las
cotorras sc caorrt íX- «aros a 1201= rpm durante as minutos a
42. teto loo que a sp edo a el precipitado, Olostándose
el ¡¡-sc> oo-rhwvo o 5 di 5 ¡1, Trae verificar el
y~q. C.4~ Diagramo de flujo de la secuencia de pasos en el
sotol-o ELIdA nmndvlch5.
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<. Material Nétcdes
Fig. C.Ba Diagrama de flujo de la extraccidn de enterotoxí—
nas a partir de los alimentos.
P~ska 00
,>~cen se aña-d«a cloroformo ¡ FANP!A. para obtener una
concentrscióf’ del IIR% y/y, a fin de cona-equir una extracción
de los lípidos. nozclar,tl-o todo ello en ¡¡tn agita r maIsdtiO
durante minctOs. Tras un-a centrifugación en ¡«ténní as
condiciones a las anteriormente descritas. el so rep.-agiahte
era filtrado a través de papel de filtro a fian da separar el
cloroformO de la muestra.
rí proceso se finalizaba concentrando la muestra
nodiante diálisis frente a PEO 20000 (flflAI en un tubo de
dialisis ¡“Vl5I~iM D’yoltsis tiabinq~ 20/12. «lEPrA). Msta que
el volumen final era aproximadamente 1/lo del original,
0.21..: LUALEM’
Una vez elegidas kas parejas do anticuerpos rs.o«oomzie--
nales se procedió a probar la capacidad te detección de
dictas parejas de todas las enteretoxíasfl r medio del
rUSA tipo DAS) (719 e.u. Las plane se taptz&!oa*a con 100 «.1
de una solución de 10 ¡u de anticuerpo moaoci«nnal por sil en
tampón carbonato-bicarbonato pr 9’6. tras in0fl,5t155 a 31’C
durante 15 1.. se lavaban 1 veces On PM-T, depositando a
continuación 100 sí de diversas concentre 1 nec de cada
toxina (O, 0625, 125. 25 5 y 10 ng/mí) •n PM”?. Las
placas se incubaban 2 1. a 310 en agitación. Kl flftallaar
e-sta periodo se lavaban los pocillOs 3 vOtes COS PM—? y se
ar~a-diefl 50 ial del anticuerpo memetlcnl co-treepoed tente
marcado ces peroxidasa a w~a concentración de ltlO4>0 en
PM-T, dejándolo reaccionar durante 30 minutos a 3V0 en
agitación, periodo tras el cual las platas eran lara-das de
nuevo tres veces con rn—T. Para finalizar so anadian 100
u). de substrato tal y cono se describe en ci apa-cta-do
0.1.1.7, realizándose la lectura a 450 nra.

-—-—--no—
En total realizamOs 32 fusiones a lo largo de la
duración de este estudio. En este numero estan incluidas
todas las fusiones realizadas a fin de lograr la puesta a
punto de la técnica, creando un protocolo que se a~saptara a
las características de nuestro laboratorio.
0.1.51 Ee~j4fljEO
¡‘rebaneS 2 marcas de PEO (FWEA y SIGMA) y dos lotes
distintos de la marca SIGMA. Con el PEO de la marca FLUEA, y
siguiendo nuestro protocolo de fusión se produjo el 100 1 de
mortalidad celular <empleando exclusivamente células de
mieloma) en las dos fusiones que realizamOs Con el PEO do
SIGMA llevamos a cabo dos fusiones, obteniendo en ambas
buenos resultados, pero con la aparición de un mayor número
de células muertas en el lote luego desechado, comprobación
realizada al observar los pocillos bajo el microscopio
invertidO Y ver gran cantidad de detritus <fondo del pocillo
opaco). HO obstante, con ambos lotes existía un número de
pocillos con crecimiento similar y cercano al óptimo obteni-
do en las fusiones definitivas (85—90 ~ . En ambas fusiones
la población celular fue dividida por la mitad y tratada
cada una con uno do los lotes.
o.l.b: concentración de PEO
:
Para establecer el porcentaje ideal de CO se
realizó una fusión, en la que, la mitad de la pob!ación
celular empleada fue tratada con cl 40 1 de PEO y la otra
mitad con el 50%. ObservamOs que en ambos casos el número de
pocillo; con crecimiento positivo era similar, optando por
lo tanto por el porcentaje superior, para disponer de una
mezcla fusionante con alto poder de acción, ya que los
efectos tóxicos esperados al emplear una concentración mayor
no se produjeron.
‘«a
5. R*suIta¡cs
D.Z.o: Esterilítaciém de la mezcla fusionante
:
Los datos obtenidos en estas pruebas no pueden ser
definitivos ya que fue realizada a la vez que la prueba del
apartado anterior, no obstante nos decidimos por la
filtración dado que su preparación es más corta, aunque más
engorrosa, y a que la bibliografía existente aconsejaba la
utilización de este método,
D.X.d: Relación y estado celular
Se realizaron dos fusiones con dos relaciones distintas
de aaielcma:células do bazo (1:10 y 1:5). Estas relaciones
fueron probadas las dos veces para así evitar los factores
que influyen en cada fusión cono ente aislado. No se
encontraron diferencias en el número de híbridos obtenidos.
En las dos fusiones se emplearon bazos de animales no
inmunizados.
Otras dos fusiones fueron realizadas con células de
inieloma en mal estado debido a un exceso de crecimiento,
produciéndose una caída en el número de pocillos que oscilé
entre el 18 y e). 32 % con respecto al rendimiento ideal
obtenido en nuestro sistema,
Es importante el destacar que desdo que empleamos e).
medio atemperado hasta TVC en baño nana e). rendimiento se
elevó un 10-18 1-, si bien hasta este momento la técnica no
se dominaba por completo, con lo que podría deberse a un
mejor manejo de la fusión.
Refiriéndonos a las células de nielorsa, en uno de los
casos, ya empleando células de bazo procedente de un ratón
Inmunizado con EES, el no haber comprobado su sensibilidad a
la Aminoptenina, nos costó el desaprovechar toda la fusión
ya que existían células IfGPRT • que crecieron rápidanente
eliminando los productos de la fusión. A partir de este
momento se comprobó rutinariamente la sensibilidad de la
línea do mieloaua a este agente selectivo antes de proceder a
la fusión.
;Ag~na 06
1
0.1.5: fljmiflCiófi del medio selectivo
;
En un principio al reponer el medio tras ser analizado
en ELISA el sobrenádafite de los pocillo;. se añadía DNEK-
rcs. eliminando la Aminopterifla, hípoxantina y Timidina de
forma brusta. En estos casos <a fusiones) morían el 100 1 de
los hibridoslas. debido a la presencia intracelular de
Amifaopterifla. optando por mantener en todos los casos la
~ipcxantina y la Timidifla como mínimo.
o.z.f’ !~pAAO de macróf•005
Al emplacar una de las fusiones con y sin macrófaqos.
observamos que las diferencias eran mínimas en nuestro sis-
tema, y a la concentración que empleábamos estas células
<seo células de exudado peritoneal por pocillo), ti aumento
al utilizarlas no fue considerado como significativo
<11 U.
m.I.q¡ ¡A’ de olenactómí
Estas pruebas se realizaron con células de mielen-a o
con células de bazo, comprobando que nuestro sistema nos
permitía la multiplicación de las primeras desde un número
de 1 célula por pocillo, y que las segundas permanecían con
aspecto refringente a esa concentración celular durante un
tiempo de 1 a 8 días
1 periodo que so puede considerar el
normal para estas células.
0.1.1.: Fusiones con bazo 4. ratOne. ±nrnunisada
¿
Se realizaron un total de 20 fasiofles con ratonas
inmunizadas con las toxinas de este estudio (12 con ELE y 8
con LEA>. De estas 20, la mitad se perdieron por
contaminación ftxngica <5 de LES y 5 de LEA), con lo que los
anticuerpos de este estudio provienen de 1 fusioneS en el
caso de los obtenidos con LES y de 3 en les de LEA.
Los anticuerpos empleados en este estudio aparecen
¡-5?
refle~ad-os en la Tabla 0.1, donde aparecen algunas de sus
sta, ter leti a la
Los nonoclonales frente a Efl fueron obtenidos en las
siTuiestea fusiones:
1: 01, B2. tfl 5: 55, 59
2; oh 6: 810, 811
3; ¡04, 5, 7: 812, 813, 814
-4; nínq’¡-no {s~trecrecímiento de mielccaa>
¡n cuanto a los obtenidos frente a ¡ZA, la relación es
Rs ei~ulsnte;
1; MI, A~, fl, A4 2: AS, AS, Al 3: AS
PU. PIOWeVIOn 01 ASCITIS
Los VolOsase, do ascitis <totales y medios) que obtuvi—
sos aparecen reflelados en la Tabla 0.1. Podemos destacar
qaos otstuvinos en nuestro estudio un total de 366 ml de
anUle producida en leí ratones (tanto machos como
bsn-ras¡. lo que representa una media de 202 ml de ascitis
por rm-tóc. Si restamos el número de ratenes de los que fue
a-poas Píe extraer ascitis, ya que murieren durante la noche
O ‘O ratotal, la media se eleva hasta 227 ml por ratón; Si
en estos datos incluimos el numero de ratones emplea-
pa a predí oir ascitis Ánespecif loe. <con células 35>2/O)
«arritados serian íes siguientes: 187 ratones, 375 ml de
it ‘do ascitin y 2,1=05ml de ascitis pos ratón. La máxima
«a04 a ‘te ida fue de ~S al (02) y la mínima de 0O ml por
rsts e ‘~a>. tnto¡ioslotesel¡t~3,meroderatomasa
ir ce se lee puSo extraer ascitis debido a que murieron
«‘a e a ‘he fue de 2 come máximo <22, 5’?. 510. Al, Al y
M~ «tatas P.2>.
Yís olumnes ¡4.0 as itis empleados para la purificación
ÉOO’ot “ata O Oay,s <Tabla 0.2). oscilando entre un
~a¡¡n.o‘ 2 si ¡pJ> un mínimo do 1 val ~4 y AS).
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tacrnaimo’nte, tras precipitar con sulfato amónico. 54
resoo5POY’-~dió al sedimento en PM, de tal manera que el
vol,om.-n final fuera aproztmadameí’te la mitad del VólcosAs de
part<da Tabla 0.21. No obstante. ello ovo fue rOslitat> ma
todos los casos, en particular en aquolí las a, itis co
voitásen precipitado era escaso <destacando me y Al). e
fueron resusperodidc’5 en más volumen de fil, ya «roe preferí—
sos tener una cantidad que nos permitiera hacer un mayor
ncserO de alícuotas cori voLvoior.s5 siqoiifiitativcs. Ls estos
casos Los títulos entraron dentro da lo normal e-a, este
estudió (rabIa 0.13, siendo destacable que el que poseía el
título más balo <Sil) no fue resuspendido en <Am ‘tOlAsmOcS
siqnificativaeeflte mayor al que le “erres aria por La
regla preestableCida. y gua ya he-sos citado más arriba <5 ml
do PM para 11 ml de ascitis oriqinal(. koíique el titulo
habría sido mayor en los casos en «roe la resusponsid’n se
realizó en un volumen mayor al ilabítual (al diluir menos el
antiCUerpO), no parece que ello inflorya en qran manera en
los titules obtenidos dentro de los márgenes en que realiza-
sos la resusper~sitn.
Le gráfica que se obtuvo con las abeorha-n0155 de las
diversas fracciones producidas al pasar los antlct=erpOS¡01 y
¡03 por una columna de gel filtración, aparece refleia4a en
la Figura 0.1. La actividad fue comprobada por el méto4o
«‘tíca indirecto, y tata se encontró eso ampos canos en el
segunde pico (fracciolies )5 a 45 en el anticuerpo SI y
fracciones 35 a 44 en el 83>. lo que supuso líe ml en el
primer anticuerpo y 55 ml en el ser’.AMO.
0.1V. CAflCflktSTICM PI LOS M’2IO0KAPOS MOSOCWflLZ5
».Iy.aj 5’abclaipm de ~j~a
Los resultados obtenidos en esta prti*40a aparecen
reflejados en la Tabla 0.1 y la Figura 0.2. 12-5 lecturas
obtenidas para cada subclase de iqó aparecen refinadas en
la Tabla 0.3.
El 63’6% de los anticuerpos analizadoS por ene sLste-ma
1
/
5..
Fig. D.1: PURIFICACION 81
Abiorbancia (280 nrn>
2
‘.5
1
0,5’
o
Sephadex 0-200
y~3
1 6 11 lO 21 26 31 36 41 46 51 56
Fracción
‘fl’%’A Ffl
o
-O
~
~fl.tÚt’Z~
2
Sr,
0v
.4
~j1~1~i5k~i
‘42
(1,a,Co.5-o(1)Ño8
>
u-
I’A
I”=5¶33
1
0’ •*StAlaOtA
‘tI 0 03: Lflt’.J(4 fi ASO ‘U M’A M StoSn’ (4*445~ A~L>04
Mi #4 94 00 0%
A 2* 20 3
jI 4571 ASO> A’’54 5016
U C’«fl 5533 4~0•5 5*49
U 5031 0435 G’05i esa’
It 5100 ASeO 0513 5*49
ji C’#3$ O’tfl O’’” AAfl
AS O~A 0534 502 044*
Si sm •‘eas 5SjJ 4447
CA 505? A-cee SMI 5533
kA A’I50 0*43 Ono
jos 0451 5’5$l ASAS 0043
BOl SI-lo 5515 047* 5’476
uz e’m e’*4é O-U’ 0050
B’3 SISO 015*4 tota 01554
lIs 5-Oea 010~6 BU» SSO’
e; a’ 0=? 5’OOO 01445 0411
02 4-009 S’e*s o- ‘u e-en
Al 0111* S’A’I4 0.553 5’#34
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It 01471 5’eIa OUII 0503
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33
~>orteroriOt(>fl 0 l’3 a*jiyclane tqi~ <14 de Res fl ant ;r~spo0s(
mientras qv=e el rosto O 36’ 4%> perteneo er o a la eotcla-e
• rote tanto por ciente so ve ncdifv~s a faror de
2b -
on mdii, afi.Oli=a¶315#A los antIo4AsrpO31s moiroctonales frente
20
a La onterflt~<Ifl¿ ¡0 ya «roo 6 de los 14 a-nticu.rpoa pertene-’-
cleron a la mubolase c.itada a¶oatoiiorserte (42’5%>,
Las Ievtnras ras altas a 490 on emtíea4as o-ose «‘ros iti’~
va, aabla 030 pertenecieron a los mcnocloo-ales oh. L2 y AS
para la subclAse IgO (0’144. 0’141 y O’li( &soctiva—
20
mente>, nientras que para !qO las mas ele’tsiss fueron 0’L09
1
(pA)>, fl’l3ó (¡011) y 0.116 Al>. Los valores mínimos o 1 e-
rados 0000 positiVos fueren de (VIOS y «0’iOJ para ml y ¡014
respeotiVOflOfltO en el caso de ¡j. y d’093 (5l~> r ir 420
<A?> pata la «130
1
Los resultados obtenidos se muestran en la flola DA.
como se puede observar en dicha tabla estos vm-lores oscila-
ron entre un minino de 40 para el anticuerpo mosoclerm.1 ¡0-U
y un máximo de 1250 para los anticuerpos oh. A4 y AS. ¡1
titulo relativo de cada anticuerpo sonoclonal fue dotermiAsa-
do por EL-I»A Indirecto, tapizando Las placas con 01 nfra—
O-
cilio de tE homdloqa. ¡0e analizaron diluciones utotaes a
partir de una decimal previa. Este titolo fue arbitraria-
mente establscLdo í~omo si reciproco de la dtluícitta, mas alta
O-
que diera un-a abserbancia a Ol a 450 ris.
tashien realilamos la titulación esplendO 1 «4fl0l3í11O -<
de toxina. Como se puede observar en la Tabla i~.l. los
títulos nusentaron considerablfle!¶tO. Los mininos y 1«ís
máximos obtenidos oscilaron entre 1:640 janticuerpras Li? y
¡012) Y 1:40.960 <¡01, ¡03. ¡011 y AS>.
Los resultados de la titulación de ascitis ori«jtroai
centrifeaqada de siete do loe anticUerpos frente a mm <-ma,
¡04. ¡05. ¡0?, 55, ¡011 y ¡014), ya que del resto de los asti—
cuerpos toda la ascitis había sidra empleada 4a, la purifico—
cian, aparecen reflejados en la tabla O.h Este oea-elisio so
,ermj “A
1
3’
4
ti
e, ~n~.illeo
realizó cor, placas tapizadas con O’l pq/pocillo. Como se
puede observar, y manteniendo el. mismo criterio arbitrario
que para los títulos descritos para los otros casos, los
títulos fueron muchísimo más elevados, lo que nos obligó a
realizar diluciones decimales en vez da dobles. Estos Va
3 7lores oscilaron entre 1: ‘40 (~~1 y 1:10 <34 y a~1.
D.Iv,ca curvas de dilución
:
La representación de estas curvas aparece en las FI””
guras 0.3 a 0.6 para los monoclonales antí—EEB con tapizado
de 01 pq de SE por pocillo y las Figuras 0.7 Y D.8 para
los monoclonales producidos frente a SEA con el mismo siste—
ma de tapizado. Los resultados tapizando con 1 ~¿g/pocillo
aparecen en las Figuras DA a 0.12 para los anticuerpos ¡0 y
en las 0.13 y 0.14 para los producidos frente a SEA.
Las curvas de dilución obtenidas al representar en una
gráfica las lecturas a 450 rin de diluciones decimales de la
ascitis centrifugada de varios hibridosmas aparecen repre-
sentadas en las Figuras 0.27 y 0.23.
Todas estas curvas aparecen modificadas estableciendo
un máximo de lectura, para de esta manera observar la caída
en la absorbancia a 450 nr, a altas diluciones, tal y cono
realizan otros autores (Figuras DAS a 0.25). Las curvas de
dilución de ascitis tanhión fueron modificadas para compro-
bar este efecto (Figuras 0.29 y 0.30).
D.IV.d: Casacidad de detección en ELISA indirecto
tos resultados obtenidos en esta prueba aparecen
reflejados en la Tabla DA y las Figuras 0.31 a 0.36. En
resumen estos datos muestran la unión de una cantidad
constante de cada anticuerpo monoclonal con varias
concentraciones de BEs empleadas para tapizar los pocillos
de rlicrotttulacidn (100 sí de soluciones que oscilaban entre
o y 1000 ng/mI). Por lo tanto-las concentraciones de ES por
pocillo serian 0, 0’l, O’5A 1, 5, 10, 50 y 100 tq. Como SC
PAgIA, 116
o.
A<A’j3t60o!
t
e
a
a
~444
4444
111II
wwo,
9
-
h
oId‘-4o-Cdeo
3
0
-e
:2
I
I
uoCde,oo>
U.
¡
9—
~
2
1
1
a
’’
444
1
1
2
1
‘
4
4
4
‘
A
A
’
4
4
4
4
¡¡3II1
jod
¡
1’do,o
d9.-o
¡•1
o
¡
‘3’
4.44
rh
q(r’a
Al?
!.
S
js
uj
tjd
os
1
¡
a
e
a
a
—
1.
1
¡~ 1:
C
o
-
. A’
,
ti’
o
o
3’
‘<
0
0 2
e
e
a
e
j
t
c
n
t
a jo
¡
g 4 ‘.4
‘
O
’’
o
-
c
l
a
’
¡
A
0
ji-
-
‘
1
-
.
.
4.
4+
A
lt
A
fi
l
13
1
ff
1>
T
A
l
!
li
ii
to
ar
11
+
¡
1’
“
e
4.
jehL49M
dos
alt
4
5
<
4
4
ff
4444
-
-
-m
l
¡
1
¡
¡
5
9
.
-
O
-
1’z
O
r
(~0
0
.
9
ó
::
~i
1’
ja
1-
0
1
1’
a
!
a
—
:~
3
5
3
M
j
5
5
5
!
-
.
o
¡¡it
0
m
,
~
-
4444
Cd
¡
No.
¡
-
¡
C
d
—
-
.7
0
a
It
u
<o
a’
ro
~
‘
.aj
.g
1
~
o8
-
~
01
1
•
‘
‘
0
o
!
1’
9
1
.
,
M
cd
~
3
!
3
3
‘
s
t
:
:
E
R
A
U
4444
444
6oCdu,
jo
o,
r
—
r
3
d
o
o
tÉ
9
a
!
1
*
1
7-7
(
Ir’ir1
Ss
S
i
P4~Im
009
O.
-
t
•
1
¿1
[U
A
’
•
-
4
1i?
9
¡
9
A
-
a’
Áj
t~
U
t
~
~
t
’
‘
O
E
S’
i i fl”
’Á—
3’t
lI
j-’
,’~
”
•
0’
“{¿iÍJ 4*54 3’’, ea •1 A- diO
-
1
/4
jj~~
/f
4+
4
I
t
’
*
44
.
ti
’,
-
r, a 9 -a e> o U <3 U 1 i ti LI ¡01
9 “a o <a
M
,t
*
A
le
,
I’I
’A
>03
1
O.
SesuLEodoS
a
:
¡
1
4-144
oclo1
-
-1
-
~
:
:1
tl’b
4444
9.-01o
oCooa,clo
1II
‘uaa1~
liii
4444
¡
¡
1
1
4-444
1
I
I
‘o9->‘ocdo,
~1i
1:o,9->o>‘E¡
Pdginfi
121
O
.
O
CE
A%
O
*5
O
E
“
11 9 ca <a 2 CA, a, e) <a <a e> a: <a o. a e o. (0 (0 e’ e> o”- (0 n ni 3
-
Co o. “A m e> o
U
’
e1 1< U’ P
I
II
a e ti u
II
p 4> 9 u
[1 a E a 3. a
A
-
u 1 a e a e
9 ‘o o to 9.0 9 o, CA,
p e a ¡
9 (o o
Si
sm
o
02
2
puede observar en las Figuras anteriormente citadas y en la
Tabla Dl, en la mayoría de los anticuerpos rionoclonales
analizados existe una diferencia de lectura relativamente
amplia entre O y la solución de 1 ng/nl. Dentro de los
monoclonales anti—EED tan sólo B~ y 814 son incapaces de
diferenciar la solución de 1 ng/nl empleada para tapizar del
blanco en este sistema de ELISA indirecto. Algo similar
ocurre con los anticuerpos obtenidos frente a ESA, ya que la
mayoría detectan la menor cantidad de toxina enpleada en
esta prueba.
oav.e: Estudios de inhibición
:
D.ZV...lO Análisis de inhibición de unión a SE homólo—
gao los resultados de este análisis se muestran en la Tabla
D.l y en la Figuras D.3~ a 0.42. Varios anticuerpos fueron
inhibidos con 05 ng/ml (85, 813, 814, Y A2) , si bien para
un numero elevado de anticuerpos se necesitó unas cantidades
mayores (> 500 ng/mI) (B12, M. A4 y AY).
D.IV...2t Constante de disooiacióna las constantes de
disociación (1< ) de cada monoclonal aparecen reflejadas en
la Tabla 0.4, donde observamos que se trata de constantes
relativamente bajas, sobre todo en el caso del ThOCAOcloflSl
812 (0’32 X 10 N).
D.Iv.ft Reacciones cruzadas
Pata comprobar las posibles reacciones con otros mero-
tipos de enterotoxinas cospleanos dos metodoloqias: SLISA e
innunotransferet’icia. Los resultados obtenidos en ambas prue-
bas aparecen reflejados en la Tabla 0.1. Absolutamente todos
los anticuerpos monoclonales que se unían a la EEB reaccio-
naban con dos bandas relativamente cercanas (Figura 0.43),
una situada en el lugar correspondiente a la Efl (aproxima-
damente 28.000 daltons) (Figura 044> y otra de peso mole-
cular superior, con la que la reacción era ligeramente
menor -
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Figura D.43a Reacción en inmunotransferencia del anticuerpo
AS con las enterotoxinas crulas A (Calle 1>, n <calle a>, e
1
<Calle 3>. 0 <Calle 4> y E <Calle ~>.
£
12348676
Fiqura (3.44: Electrofoitesis t1b1H-Herc.ptoe-tanol: Marcador de
majo Peso Molecular <Calle 1), EIA pura <calle 2). Efl cruda
<Calle 3), Efl pura <calle 4>, EEE cruda (Calle 5). UC
1
cruda (calle 6>. EED cruda (Calle 7> y EU cruda (CalLe 8).
El marcador de balo peso molecular está formado por las
siqulea-otes sustancias nombradas de abajo a arrlbaa
Fosforilasa b, Albúmina, Ovoalbúmina, Anloidrasa Carbóntea,
Inhibidor de la Tripsina y a—Lactoalbtilna, cuyes Psras
Moleculares son de 94.000, 67.000, 41.000, 10.000, 10.100 y
L4.400 daltons respectivamente.
~b F’F5 ,77
O#A’!O-F431FFF(
(3V. r2tEmnlNAc¡on DE AflTICUERPOS VALIDOS PARA TA?UADO
has aoti>3etpos nomoclonales que funcionan adecuada-.
FF5190 ‘¶YC>FA’31 -539 LFW-FFtpc de tapizado. empleando un conjuqado
puiií-Ác-n-al, aparecen o’efIs~iados en le ‘Tabla 0.1.
canse puede observar no todos los anticuerpos mono—
.~2IO3’walea do este estudio realizan bien la función de antí—
¶0 capture. sas bien ocurre todo lo contrario, ya que
t.oa 5-03103 treo producidos frente a EU (54, U y 814) y otros
tos-a frente a EfA (A9, Al y Mi parecen adecuados mi se
O#sflvan las rectas de regresión (Figuras 0.45 a (3.50). Esta
el - s- se ceniza atendiendo a las gráficas obtenidas al
a FI Sr los atos a un programa de gráficos para PC’s
I?”’FFIOArFJ5VF3 cO’arifi3s’) - otsrd-or,o-s la recta ideal atendiendo los
d-atos lrFtrod-ucldo,s en el programa, esto es calculaba la
0013-05-s%ln iireeo’. ‘tras esto bastaba con observar en que
t500p313<OoFFales so producían lecturas próximas a esta recta
odoal en todos lo iatí-’s Fn el apartado siguiente se ni—
3115>3’ paF ‘os 515115OiSFÑ.
¡0.~-I. omnnrn«ocq ras PaREJAS EPECTIVAS
oxa 55 Otogidos a31iFtellos anticuerpos stonoclonales que
st-uRss <aso swfl ‘ruar de capture, precedimos a la
¡0 te mlna’,loa de cuále-s de los conjugados funcionaban bien
- a ‘os o rr,a moo’oozionales elegidos pera tapizar.
Las parejas que fiosoztomaros adn.,adamente aparecen
cefte. das es la Tabla (3.1. La Figuras que nos indicaron que
antRo. e elegir reflejan de nuevso aquellos que reacciona—
00350 f<fl~5 a FI$*o9a <Figuras ¡0.031 a (LSl). A partir de
nOe oa~e~ - , para referirnos a les aonecle.*ales conjugadoso-ram ia emites ftoMaxidras=a, al nombra ¿el anticuerpo Irá
mmr”ra ¡0eR ma lo *.
O. wo soil FO ar la s’iausrta de les anticuerpos
>3’F¾V5OSraFa5 ¡051*. M”, ¡055*, 5jQ*, ¡0-12*, Ap, MA, A’? Y AS*.
l-Soos- de ellos ~ mS ~ pareja~ adecuada con dos
de La tfl31¡0ra~ 81 ~ ~m 84 y ¡014 y AS’ COn AS y
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O. MAeuLtdoA
Al. De todas modos, esta prueba fue realizada con la toxina
homóloga, debiéndose comprobar el comportamiento con las
demás toxinas.
Por lo tanto las parejas posibles serian las
siguientes~
1841[ 82* ¡0814
88* 1312*
A2~ r A3*
AS >3* ¡0 Al ¡0 AS (ninguno)
AE*
D.VII, ELISA DAS
0.9111..: ELISA con parejas efectivas
:
Las lecturas obtenidas empleando las parejas efectivas
descritas en el apartado anterior aparecen reflejadas en la
Tabla (3.5. En esa misma Tabla se muestran las correlaciones
de esas lecturas.
fl.VILbt Otras combimacioneae
Debido a que tan sólo intentamos formar combinaciones
entre anticuerpos obtenidos frente a la misma E% optamos
por realizarlas también entre aquellos obtenidos frente a
EEB y los producidos frente a ESA que reaccionaban coro todas
las enterotoxinas. sólo probamos aquellos que se comportaron
correctamente bien en el. tapizado o bien como anticuerpo
marcado, teniendo en cuenta que los anticuerpos frente a ESB
nos limitaron la detección posible a Efl y/o EEC. Las
lecturas obtenidas en esta prueba aparecen reflejadas en la
Tabla (3.6,
0.9111. DE1~ECCZON DE EE5 EN ALfl4ENTOS
Los resultados de este análisis aparecen reflejados en
la Tabla 0.1, donde se muestran las lecturas obtenidas por
el patrón realizado, con la correlación correspondiente.
Este estudio fue restringido a la enterotoxina E, dado que
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E. DISCUSION
~1 —
É. DIISCLISIOfl
E.!. ELECCION DE LA LINEA DE MIELOJ4A
La línea empleada en nuestro laboratorio (5p2/O) fue
producida por Shulman et al. en 1978 (2411. Se trata de una
línea muy bien estudiada y amplianente empleada. Posee las
características comunes a la mayoría de las ).ineas celulares
empleadas en la producción de anticuerpos monoclonales, esto
es, carece de la enzima HOPRT y no produce innounoglobulinas
propias, ni cadenas ligeras ni pesadas.
Para Zola y Brooks [296), si se compara esta línea con
la NP—2, posee la desventaja de que produce muchos memos
híbridos tras realizar la fusión. Fazekas [88) opina que
tras ser fusionada, pierde con facilidad los cromosomas
necesarios para producir innanoglobulinas, además crece más
lentamente que las demás y la concentración limite que
soporta es menor que otras, por lo que no la considera
recomendable. Bartal y l{irshaut <13) dicen que es una de las
lineas de mielona más difíciles de manejar. doding <1113 la
describe como una línea especialmente sensible a las altas
diluciones y al pH excesivamente alcalino, y en general a
todas las condiciones ambientales.
Sin embargo y pese a estas premisas desfavorables, en
nuestras manos se comporté como una línea de fácil manejo,
resistente a elevadas diluciones, que conservaba en cultivo
continuo durante mucho tiempo su sensibilidad a la aminopte—
rina sin necesidad de dar un pase con 8—azaguanina Y que
producta híbridos estables y en gran número. Reading [2163
también coincide en que se trata de una línea muy establo.
Quizá todo esto sea debido a que con el tiempo hayamos
modificado la línea celular obteniendo una sub—linea que se
adapta perfectamente a las condiciones de nuestro laborato-
río.
E.U. CONDICIONES DE CULTIVO Y CONSERVACION CELULAR
Normalmente, mientras no Se necesitaba utilizar las
células de mielona, éstas eran mantenidas en un arcón
congelador a —So’C. Este sistema de congelación es bastante
PogIn. 040
mAs ecF3’710m1c0 y conde que el de almacenamientO en nitrógeno
Líquido, ya que en dStC ultimo caso hay que estar muy
pendiente para que el nivel del nítrogeno nc disminuya
-demasiak, ya que así no se pr~ucen variaciones de
temperatura que afectarian a la viabilidad celular. Por otro
Lado el sistema de almacenamiento en congelador es muy
sencillo. y-a ges disponemos de mucho más espacio. con le
que se pueden utilizar más apiladores de gradillas. siendo
además el accemo a los viales mucho os-As rápido.
.kuaque con este sistema podemos encontrarnos lotes de
células con una viabilidad un tanto baja. nosotros hemos
descongelado lineas con más de u-n año de almacenamiento
a -ere y con una viabilidad óptima <90-95 1), mientras que
alqtnnos hibridomas congelados durante peco más de un mes
poseían una viabilidad ligeramente más baja ((5—70 U. Este-.
resultados nos conducen a pensar que mas que el sistema de
aisac.namiente influye el procese de congelación, donde
coexisten van a factores, muchas veces difíciles, si no
imposibles. de estandari0)tar (estado de la línea celular CAl
el mmomemte de la congelación, velocidad de adición de La
mezcLa congelante, tiempo de exposición a la misma sin
introd-cir La muestra en el congelador, etc.).
A todo esto hay que añadir que en nuestro laboratorio
el congelador era empleado para otros usos. no
exclo0.sivamente como almacén de lineas celulares, por lo que
era abierto cta frecuencia y nuefle veces durante un tiempo
excsiuameste prolongado, con lo cual la temperatura subía
más de lo deseable, con el consiquiente perjuicio para las
células congeladas.
Pese a todo elle baso-a comprobado que dada su
sencille-a, este sistema es el da elección para aquellos
laboratorios que no dispongan de una infraestructura
ade ada para el manteamiento de dep&sitos de nitrógeno
liquido. ‘ando se tienen que utilizar recipientes grandes
que adoltan una distnitoción de lea viales de OOA’lqela’3i611,
se debe proceder a un rellenado frecuente del nitrtqSIlO,
pasto que so trata de cLep’ésitos con boca muy ameba, lo que
E. O¡sCu.i ón
ocasiona que la tasa de evaporación diaria sea muy elevada1
aiXn sin abrir la tapa nuy frecuentenente.
LIII. cONDICIONES DE TRABMO Y CULflVO
s.ííí. a: conta.minación microbiana
:
E.III.a.l: contaminación fúngica: debemos señalar que
las condiciones de trabajo e?, nuestro laboratorio eran
extremas. En nuestro departamento existe una línea de
investigación en hongos y sus inicotoxinas, lo que hace que
el ambiente tenga una carga elevadísima de esporas, por lo
que las medidas preventivas debían ser máximas. Estas medi-
das eran tonadas en cl sentido de una limpieza y osteriliza—
ción frecuente da la zona de trabajo y del laboratorio anejo
en el cual teníamos la zona de centrifugación y almacén de
materiales, y al cual no podía pasar nadie que no trabajara
con cultivos tisulares. No obstante, y debido a la mala
calidad microbiológica del aire, todo trabajador de esta
zona restringida, debía ponerse cubrezapatos desechables,
mascarilla desechable, bata limpia que no podía salir del
laboratorio de cultivo tisular y gorro desechable. Para
intentar disminuir un poco la carga microbiana, se encendían
lámparas ultravioleta una vez terminado ci trabajo, aunque
su eficlenoia es nula en zonas un poco alejadas del punto de
emisión.
El momento critico para la contaminación, era e].
periodo post—fusión hasta realizar la primera donación y en
general en todos los momentos en que los bibridonas o los
clones se encontraban un periodo largo en zuicroplaca,
siempre más accesibles a una posible contaminación fúngica
que cuando están en botella <el diseño de estas diticulta en
gran manera cualquier tipo de contaminación ambiental)
Optamos por descartar la adición de cualquier sustancia
fungicida o fungistática al medio de cultivo, tras comprobar
que no impedía la contaminación en comparación con placas
que no llevaban aditivo alguno con este fin.
‘1$]
tAll.a.ZE cestalmación bacteriana: en nuestro caso no
tuvimos nunca un problema de contaminación bacteriana, bien
sea porque la rutina de trabajo lo evitaba, o porque la
gentantoina añadida al modio eliminaba dicha contaminación.
I.llfl&.2o costaatmaeióm por micoplasmas: se deberia
cosprobar de form, periódica la presencia/ausencia de
sicoplasmas No obstante los metodos de cultivo clásico
empleados por nosotros no parecen ser los idóneos, no
encontrando nunca contaminacion por estos microorganismos.
Parece que la simple adición de un agente anti—PPLO al medio
era suficiente, ya que en nirrgun momento tuvimos problemas
con nidos de viabilidad de cultivos.
3,IXI.bo perseostaje 44 00 A
2
Hemos probado das concentraciones distintas de CO • 5
2y 6%” Ambas permitían el desarrollo celular con absoluta
nsrmall-olad, pero con el 6% se producía una mayor
acidificación del medio de cultivo cuando las células
cataban le suficientemente crecidas como para realizar un
pase, con lo cual el color del medio nos indicaba qué
botellas debían ser observadas al microscopio y cuales no.
Ea el case del 5% de CO el cambio de calor era más suave y
2
menos indicativo ¿el crecimiento celular, resaltando de
muevo qn ambas concentraciones permitían un buen desarrollo
celular.
I,IIK”gi Porcatais de np
:
Cono se describe en el apartado de material y metodos.
neElMlmeAIt, se empleaba el TOS al 15% Y en determinados
casos al 20%. SIn embargo algunos lotes de ns de peor
calidad exigían su aporte a una concentración mayor (20%
ceo minime). Este problema se resolvería testando muestras
de res previamente a su adquisición, para ast elegir un lote
determinado de uma determinada marca en grandes cantidades.
Esto, por desgracia, salo es posible en laboratorios con un
gasto elevado de-les Y con grandes disponibilidades económí—
•fifi-¡% V¿4
E. 015C14CI10F1
cas, no siendo este nuestro caso. Esto nos sirve para re-
calcar el que por mucho que determinado lote de FOS sea
analizado en varios laboratorios de prestigio en cuanto a su
capacidad de soportar crecimiento celular a altas di-
luciones, este FOS puede que no sirva en las condiciones de
trabajo de otros laboratorios con las mismas garantías que
en los que fue probado. Su eficacia puede verse mermada si,
por ejemplo, el medio de cultivo es un poco peor
1
LIV. PROTOCOLO DE INISTJNIZACION
como se puede observar en la Tabla Z.l, que resume las
pautas de inmunización empleadas por los diversos autores,
éstas son nuy variadas, y por lo que puede deducirse
obtenidas de una forma empírica (aunque se haya hecho en
algunos casos estudios previos analizando los títulos
séricos de ratones inmunizados con distintas pautas), ya que
si no no serian tan diferentes.
E,IV.a: concentracióiies de toxina
:
En nuestro esquema de inmunización, el aumento de la
dosis es paulatino, aplicando concentraciones bastante bajas
de inmunógeno en las tres primeras inoculaciones intraperí—
toneales (ip1) (5, 10 y 20 pq¡ratón), mientras que produci-
mos un salto cuantitativo importante en la cuarta inmuniza-
ción Ip. <lOO pg/ratón) El protocolo que más se esencia al
nuestro es el de Thonpson eta).. [269),aunque estos autores
no producen este aumento tan brusco de entorotoxina, con el
que nosotros intentamos provocar un aumento de los Linfoci-
tos productores de anticuerpos frente a la enterotoxina, en
las fases finales de la inmunización, en espera de la última
dosis intravenosa (iv¿.
Por un lado encontramos autores que utilizan concentra-
ciones bajisimas de enterotoxina <1 pg/ratdn> y de forma
constante en todas las inoculaciones y en cada tipo de
onterotoxina [1563 y otros aumentan progresivamente la
concentración aplicada a cada animal hasta un cierto nivel
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(83, 163, 269]. Bohach et al. [35) emplean una concentración
fija en todas las inmunizaciones, poro bastante mayor que en
el caso de Lapeyre ~L.fl” (1563 (25 pg>
En este aspecto de las concentraciones aplicadas, debe—
ría influir la toxicidad de cada una de la enterotoxinas y
su inmunogenicidad, ya que en general la inmunización con
enterotoxinas estafilocócicas es difícil debido a su elevada
toxicidad (163]. Nosotros comenzamos con una dosis de E
de EEB por animal, no encontrando problema alguno debido al
posible efecto tóxico. Para la ZEA, empleamos un esquema
idéntico, y tampoco encontramos ningún tipo de efecto tóxico
aparente a la dosis anteriormente descrita, aunque esta
enterotoxina parece ser un peco menos tóxica (173) y tal vez
podríamos haber aumentado ligeramente las dosis administra-
das sin problema alguno, pero probablemente sin obtener
grandes mejorías en la inmunización de los animales.
Thompson . (268), encontraron que la EEB era tóxica a
la concentración de 5 pg, por lo que primero realizaron una
primera inoculación con 1 pq, tal vez para que el animal
adopte una cierta resistencia al efecto tóxico de dicha
toxina.
hin et al. (163), utilizan unas dosis un tanto
extrañas, ya que en la primera y tercera inoculaciones
aplican l6’6 pg de EEB por ratón y en la segunda 25 uiq.
todo lo anteriormente dicho se refiere sólaToente a
aquellos autores que inmunizan solamente con un tipo do
enterotoxina y para las inoculaciones no endovenosas, de las
cuales hablaremos más tarde.
En el caso de querer primar la obtención de anticuerpos
monoclonales que reaccionen con más de una enterotoxina
[173, 268), las inoculaciones varian, ya que se debe pro-
ducir una alternancia en la aplicación de enterotoxiflas.
Heyer et al. [173), para obtener un anticuerpo TaonotlOflal
que reaccionara con todos los serotipos conocidos de entetO
toxina establecieron un protocolo en el que inoculaban 100
a 200 j¿g de tEA y EED (son enterotoxtrias pOco tóxicas>
alternativas en tres dosis y con intervalos entre 1 y 4
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semanas. En esta pauta si so comenzaba con ZItA, la sigujen~~
¡noculaCido se realizaba con EtA y la última tamblen con
tíA. Lo contrario ocurría si empezaba con tEA. De esta
manera se trat,fta de enriqueCer los linfocitos productores
de anticuerpos c¿waces de reconocer los determinantes ce”
suase flfl).
Thospasn lL4L~ [2681describen otro protocolo. Tras la
primera inoculación con E!, me dejaba descansar al ratón
durante 1 MS, lueqo se inoculaban 20 u.q de una enterotoxina
heteréIc~qa en Adyuvante incompleto de Treund. Tras un mes
adicional se inoculaban 40 ~g por Nua iv. de la primera
toxina, matando al animal 3 días después.
El punto que sí es común a casi todos los protocolos es
la admínistracion de enterotO~ina, una o varias veces, por
vxa iv-. (no siempre de forma exclusiva). Aunque aquí también
existen grandes variaciones en las concentraciones. 0501-
lando entre 1 ~9 LI5SI y 200 wj (1731. Esta última(s) dosis
por vta Iv. pretenden una aumento rapido de los linfocitos
de iteres con vistas a la fusión ya cercana en esos mo-
mantos <entre Y 4 días después). Bohach st_al. ¡353 reali-
tan la última inoculación por vn intraperitoneal.
tapeyra ~jI~ [1561en ciertos casos sustituye la vía
iv. por la intraespiénica (te.>.
i.lv.bi Vta de it>oeulaoiéai
Nosotros empleamos la vía intraperitoneal, con una
ultime inyección del antígeno por vía intravenosa.
En la mayoría de loo casos la vía de inoculación es la
lntrapexitc’nea), salvo en la última dosis que es aplicada
intravenosamente. En este apartado también debemos destacar
a Lapeyre gt-al. [1561. ya que la vía intrapritoneal es
sustituida por la aplicación del antígeno en la planta del
pie.
como ya hemos citado ~nte~, Lapeyre etal. [1561, rea—
tizan la última inoculación por v~ iv. o le- • siendo esta
F~jg.IAl4A
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última más novedosa, aunque está descrita en principio como
un tipo de inmunización de dosis única [105, 250, 251].
E.IV.o: Medio para la vehiculación de la toxina
:
Nosotros utilizamos un sistema similar al de Edwin
et al. [83) quienes emplean PCA o PTA a partes iguales con
PBB, pero a¡~adiendo una cantidad ligeramente mayor de PCA o
FíA, con el fin de que el efecto adyuvante so vea aumentado.
La posible desventaja de auiadir ¡‘ES (debe realizarse la
suspensión con mucho cuidado para que esta esté adecuada-
mente hecha) , se ve compensada con una más fácil aplicación
al animal, ya que la mezcla es un poco más fluida que si se
aplica la toxina en adyuvante solamente.
Normalmente se emplean los Adyuvantes Completo e
Incompleto de Freund para la vía intraperitoneal Y plamtar
Casi todos los grupos do investigación utilizan PCA en la
primera inoculación y PtA en las restantes, salvo en la
inoculación por vena. Nosotros seguimos esta patata. Por
contra, Thompson et al. [269)utilizan en todas las inocula-
ciones intraperitoneales PCA. Eohach ~Lfl. [35)eliminan el
adyuvante a partir de la quinta inoculación, sin especificar
el medio en que va disuelta la EEC . schánwálder st al
.
1(2363 realizan la primera inoculación aplicando la EEA en
forma de precipitado de alúmina, mientras que en la segunda
inoculación por vía introperitofleal la toxina está re—
suspendida en PES.
Para las inoculaciones iv., es de suponer que la EE
estará resuspendida en PBS, aunque mo todos los autores lo
indican. Tampoco se indica en todos los casos el volumen
inoculado, hecho que también sucede en las inoculaciones
ip.
Lin et aL (163) además de aplicar 25 gg de enterotoxí—
na por vía iv., inyectan 15 pg de lipopolisacárido. tal vez
con la intención de potenciar la producción de interleuquii~a
2 y con ello la proliferación de linfocitos y del sistema
inmune ea general.
Pflim 149
E.lV.dt Intervalos entre inooulaeiouss
:
Los periodos de descanso entre inyección e inyeccion
son bastante variables. Schon.alder st al. [236) dejan los
intervalos más cortes, ya que llegan a inocular 2 veces
semanales durante 4 semanas. Aparte del caso anterior-mente
citado, los 7 días que dejamos nosotros entre la primera y
la segunda inoculación y entre ésta y la tercera parece ser
el tiempo más corto, ya que Thompson il.21 (269] dejan
intervalos de 10 días, aunque al referirme en un trabajo
posterior [265)a dicho protocolo, cita intervalos de una
semana. El periodo de reposo más largo lo dejan Meyer st al
.
tI”) ml. separar la segunda de la última inoculación icé
días.
Desde la ultima inoculación hasta la fusión, se deja un
periodo que os-cija entre los 2 Y los 4 días como limites
inferior y superior, periodo en el cual la división de
linfocitos especifico. es máxima, con lo que la fusion se
ve favorecida.
LV. PUZON
ruestro principal objetivo desde el principio fue el de
establecer un protocolo de fusión lo más sencillo posible Y
con un elevado rendimiento, entendiendo por esto el obtener
un gnn número de hibridomas. Por todo ello desechamos desde
el principio técnicas sofisticadas como la electrofusión o
la donación por FACS. En ambos casos se presentaban otra
serie de dificultades coso eran el elevado coste del aparato
para donar o la necesidad de construir un aparato para la
electrcfusíén, aunque existan comercializados.
Ces estas premisas, nos decidimos por el empleo de
técnicas clásicas, que fueron adaptadas poco a poco a
nuestras condiciones de trabajo. Por desgracia, como en casi
todos los laboratorios, este pz-oceso se realiza por medio
del tipico método del “ensayo y error. La adaptación de la
técnica de hitridonas a las peculiaridades de un grupo de
investigación y su entorno de trabajo son por lo tanto
Adío ~A 1-Fi.
largas y costosas, no exentas de disgustos. Además, muchas
decisiones pueden conllevar retrasos en la puesta a punto de
la técnica, sin poder en muchos momentos encontrar los
fallos cometidos. A todo ello se une el que los resultados
dependen de la calidad de los productos empleados, e incluso
en muchos casos (PEO. DM80, etc.) del lote empleado. En
definitiva, la técnica de hibridación tiene Una dosis
elevadísima de empirismo que hace que ningún laboratorio
emplee una pauta igual a la de otro, por lo que en muchos
casos los resultados no son comparables. Sin duda se debe—
rían estudiar seriamente todos los factores que influyen en
el proceso de obtención de hibridomas, eliminando ciertos
tópicos que se arrastran desde su creación, universalizando
la técnica los más posible.
!.V,a: preparación de las células para la fUtióm
En primer lugar hay que destacar la necesidad de
disponer de células de inieloma en estado de crecimiento
activo y con aspecto normal, es decir refringentes al ser
observadas al microscopio invertido, con una morfología
constante y adheridas al fondo de la botella, las células no
deben formar un tapiz muy uniforme, ya que en este momento
empiezan a desprenderse. Por lo tanto es preferible utilizar
más botellas, que dejar que las células se multipliquen más
para así disponer de un número suficiente. El utilizar lotes
de miolema en estado no óptimo, es decir en fase
estacionaria, supone en nuestro caso una calda en el número
de pocillos con crecimiento positivo tras la fusión entre un
18 y un 37%. No obstante, teniendo en cuenta que cada fusión
representa un ente aislador es muy difícil achacar al estado
celular todo el efecto negativo en el resultado final de una
fusión, De las dos fusiones de prueba realizadas con un
sobrecreciniento do las células de mieloata, en una de ellas
obtuvimos 186 pocillos positivos al crecimiento (de un total
de 384) (48’4%> y en la segunda 448 de un total de 672
<66’6%). Esto representa una disminución considerable si
tenemos en cuenta que la media habitual osoila entre el 85—
90% de pocillos con creciniento positivo.
NgIn. fi
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E.V.m.l: Lavado celular: con este proceso tratamos de
eliminar sustancias que pudieran entorpecer o dificultar el
desarrollo normal de la fusion. El lavado de las celulas de
miolotna pretendía eliminar la presencia de FC5, ya que se
asume que la presencia de suero en la mezcla celular que va
a ser fusionada provoca la precipitación proteica cuando se
añade PEO, aunque para blm y Brooks (2963, esto no repre-
senta problen alguno. El lavado de las células de bazo
tenía coo objeto el eliminar la solución de lisado de
células rojas que nosotros empleamos <ver más adelante), así
como restos de grasa y otras sustancias que podrían impedir
una acción correcta sobre las células.
U.V.a.2s flsperatura: en nuestras primeras fusiones
para puesta a punto de la técnica de fusión no realizábamos
control de temperatura, en tanto que tampoco atemperábamos
el medio de cultivo para los pases normales de las células
de mieloma. No obstante, al disminuir la temperatura
ambiente en invierno, la viabilidad de los pases empeoro
bastante, teniendo en cuenta el aspecto que mostraban los
cultives al observarlos al microscopio. Tras proceder a
calentar los frascos con medio a 37’C en un baño maria y
observar la vuelta a la normalidad de los cultivos, procedí-
nos a aplicar esto cambie a la técnica de fusión observando
un aumente en el número de pocillos con crecimiento positivo
Cl~—l9l de aunento>.
Aunque muchos autores describen ci mantenimiento de
todas las sustancias y células que van a ser empleadas en la
fusión en hielo nOii, parece más lógico el situar todo ello
& un.a temperatura que asegure la máxima viabilidad celular
Ñrc¡. Fazekas y Scheide~er <91) describieron el efecto
perjudicial del mantenimiento de las células bajo la acción
del hielo hasta que Éstas fueran empleadas.
Otros autores realizan la fusión a temperatura ambiente
¡91. 296) con el fin de evitar los problemas con respecto a
la esterilidad que Ocasione el manejar un baño tersostático
que mantenga células y medio de cultivo a la temperatura de
3~-C. Nosotros ~no tuvimos problema alguno respecto a oste
r. DIicusIófl
punto. No obstante Zola y Brooks [296] no encontraron una
mejoría importante con el empleo de medio atemperado a 2VC,
aunque nosotros creemos que de esta manera se evitan las
fluctuaciones de temperatura que ocurren estacionmínente,
con lo que logramos estandarizar la técnica. Esto es impo-
sible si el proceso se realiza a temperatura ambiente,
aunque en nuestro caso existían momentos en que rompíamos
esta constante al centrifugar a temperatura ambiente,
E.V.a.3: Lisis de eritrocitos: la lisis de eritrocitos
no intentaba sino disminuir el número de células contami-
nantes, entendiendo por ellas a aquellas que no nos
interesan para la fusión, para de esta manera aumentar la
frecuencia de contacto entre linfocitos y mieloma por una
simple disminución del número de células de bazo no
deseadas. Naturalmente, no podemos pensar que los eritroci-
tos iban a desaparecer totalmente, pero si en gran número.
Aunque Pazekas [88] se opone a introducir un proceso de este
tipo por aumentar el riesgo de contaminación, el tratamiento
es muy sencillo y jamás hubo contaminación por este paso.
Nosotros no tratamos de eliminar otros tipos celulares ya
que para ello debíamos recurrir a técnicas más complejas,
que irían en contra de la sencillez y rapidez de la técnica
que buscábamos desde el principio, ya que podíamos haber
recurrido a otros métodos para eliminar los eritrocitos
(187, 188]. Goding (111) considera este paso innecesario.
E.V.b: Agente fusiomante
:
La gran mayoría de los investigadores que emplean la
tecnología de producción de anticuerpos monoolonales utiliza
como agente tusionante el PEO. En principio el peso mole-
cular de esta sustancia parece irrelevante (1113 aunque dste
dependa tal vez del protocolo empleado (284]. para nosotros
influye más el lote de pto empleado, ya que la toxicidad de
esta sustancia varia mucho de un lote a otro (1113. De
hecho, en nuestro laboratorio dos lotes distintos de PEO de
la misma marca (SIGMA) y peso molecular dieron rendiisientos
muy distintos a la hora de producir hibridon0s, La ventaja
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de encontrar un buen lote remide en que si este se almacena
correctamente puede durar mucho tiempo en condiciones ópti-
mas ~n cuanto a la efectividad en la fusion, ya que el gasto
de PEO por fusion es muy bajo. Nosotros tambien encontramos
diferencias entre dos marcas (FLIJKA y SIGMA), ya que a
similar peso molecular, la primera daba un rendimiento de
híbrida-cien nulo, debido sin duda a la elevada toxicidad del
mismo ya que la técnica empleada era la misma. Realizamos
estas comparaciones de PEO (marca y lote> fusionando
exclusivamente celulas de mielorsa (5p2/O) entre sí y compro-
bando más adelante su viabilidad por una simple observación
microscópica en placas de microcultivo. Con la marca luego
desechada <FWEA, PEO 1.000> todas las células aparecían
síeertas al día siguiente. Con el de la marca SIGMA en todos
les pocillos existían celulas vives y multiplicandose acti-
vamente aún en el peor de los lotes. En dicho lote el
aspecto de los pocillos bajo el microscopio presentaba mayor
cantidad de detritus, debido sin duda a una mayor mortalidad
cehlar, aunque hemos de remarcar que aparecía crecimiento
ea todes Loa pocillos. No procedimos al recuento celular de
les pesillos por lo que no podemos dar datos, aunque para
nosotros pareci.ó suficiente el mero análisis visual. Al no
haber analizado otro lote de la marca ?WKA, no podemos
aaequrar que se trate de un PEO inadecuado para la fusión,
ya que pedía tratarme de un lote en mal estado.
Los pesos moleculares empleados en los diversos titaba-
1-os publicados oscilan entre 400 y 4.000 (91. 101, 111, 208,
2a4}. Áunque como ya hemos citado antes el peso molecular en
principio es irrelevante por si mismo, los de peso molecular
mas bajo son más tóxicos e impuros [88. 51). No obstante el
rango de peso molecular más empleado es el que oscila entre
1.500 y 4.004 <2081.
Aunque muchos autores preparan con antelación y en
grandes cantidades la mezcla fusionante, nosotros preferimos
prepararla justo el día que iba a ser utilizada, ya que
suponía poco trabajo extra.
LV.?,. it Porcentaje 44 fl4h a <n<e a-do t~ uta e
n~ cedía entre el 10 y el ~0 % Pu) ~50. ltl~ aun e
usuaim*t te se empleo el ~0% [913. ‘0]. ato rt~eri&-a4e me
unO &lFze pesando utva FloreroImada a .tít. de rE
diool?ISrYdi esta con ir voLumen 1 ‘,aL al pu’-. de m M u o
edio de cultivo o tampón, aje .. necesario .,,a 04ta lo para
poder bomoqenelzar la muestra. Por lo tanto, r otros tra
lames en la «~us se considera maxiFaa oncentra 1 Fi deP
soportan las eMulas, ya que por e»’ykma la to-%ídt a es q
elevada <1111.
LV.b,ai Uterlílsación de la memela fniessmte~ 0415
decidimos ~Oit ura esterllizmdión pc-it filtracivír cono
otro-o autores ~C. 1311. ltt’JI . ya que -la ntsri3is&oi Po por
autoclnÚe puede aumentar la <entidad de al’4sb1 so ea el W ‘O
130] • lo que limíta la efe tía u¶aFl del -1 o .0m4’ aqente
ruaioc,anre. El unido problema que mv’ uno el estertiltar la
mezcla fusionarte por filtraF”t ir es que la mes’ a ‘le u
r~MtM debe estar caliente (uno-o 4C> en el mo-mear, de la
filtraci’Ori, ya que mi dejáramos que me enfrias, el filtro
podría romperse al ser la mezcla demasiado vis-coaS coma para
ser esterilizada por este matodo. Por lo tan- • o-n.a vea
calentada la mezcla debo ser esterilizada rápidemeete pa-ra
evitar el problema anteriormente mencionadO, lo que mee
cbliqa a tener el material preparado para rio dilatar la
operación. Esto no sucedería st me utilizare la estecflin’
cien en autoclave.
z.Y.b.l: Tiaspo de •xp.sioiós a le ene-It ftsioaamtez
el tiempo de exposición celular frente al PEO parece se-a’
critico tflSl, exposiciones mayores a 2’5 minutos redtwen
drásticamente la eficacia de la fusión (l5O~. teto- ptaed*
deberse a ciertas cmracteristicas de isa solmcieabs de l’tiO
al ~O%. ya que se trata de tina se-lución hipetónica ante La
que las proteínas precipitan. daft-arido las células ~2O~].
por lo tanto, la exposición frente al PEO debe mier cena.
determinándose este periodo por rin compromiso entre la mdxl--
ma eficiencia en la fusión con so qrado de daAo acept-aMe
[296]. El periodo do acción del PEO suele establecerme en 1
minuto, añadiendo en este tiempo 1 mililitrO de este pro’-
ene
LJLa~jr -
docto gota a gota y girando suavemente el tubo donde se
encuentra la mezcla celular. No obstante esta adición suave
y en poco tiempo del PEO no parece ser tan importante cono
la rehidratación posterior en la cual diluimos poco a poco
la sustancia favorecedora do la fusión celular, deteniendo
así sri acción <150, 152). Para rateRas y Scheidogger <91) y
fano tISO] el periodo ciptimo de acción del PEO es de 90
sequndos, ya que con este intervalo se obtienen un misero
mayor de hibrido~sas. Ninguno de ellos trabajó con un periodo
de eq’csicl&n menor como nosotros hacemos.
El proceso de dilución anteriormente citado es critico,
ya gane usa adición demasiado rápida del medio rehidratante
es daáina. En este momento es muy probable que las células
aqre4adas que tal vez se fusionaría sean disociadas por un
tratamiento excesivamente vigoroso 296]. Si por cualquier
razón se quisiera disminuir el rendimiento de la fusión, es
decir obtener un menor número de hibridomas, basta con
realizar una rehidratación mas rápida de lo normal. Cuanto
Ma rápida sea, menor será el numero do hibrides obtenidos,
hacto que a veces es util, pues manejar un elevado número de
hibrido-ns es mochas voces difícil si la infraestructura del
Laboratorio es pequeña.
LLes ib It a..Évln tres Th fusión
:
lee debes-ss olvidar que en este momento los híbridos
recién tornados son una población celular muy sensible y
delicada, por le que debe ser manejada con suavidad [2963,
efltando movimientos bruscos del tubo en donde Se encuentran
íes células. Tras la fusión dejamos en reposo el tubo du-
rante uno-a 113 minutes e temperatura ambiente, con el fin de
favorecer la formación de heterocariones, proceso más lento
que el le aqlsstmriacion celular y fusión de membranas que
provoca el PEO. Tras esto tiempo podemos proceder a la
e trifí gación de las células.
Zola y kaoks t2961 aconsejan retardar un poco el
de centrifugación y posterior resuspensión de las
élulas, Sin enhargo, estos autores realizan un simple
“~5
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cambio de medio para eliminar PEO y miso (diszainuyendO de
esta forma su efecto tóxico) y luego sitúan las células en
una placa de petrí en la estufa durante 1 a 2 horas, Noso-
tros entendemos que nuestro sistema es equiparable a este,
pues este periodo lo pasan las células en las placas de
microcultivo, en las cuales van a permanecer 15 días aproxi-
madamente y creemos que tras los 10 minutos de incubación
las células pueden ser sometidas a una centrifugación sin
problema alguno. Incubaciones largas prolongan excesivamente
el tiempo empleado en la fusión de forma innecesaria.
E.V.d: Relación celular
:
Parece ser que el éxito de la producción de hibridomas
depende exclusivamente del número de células de bazo emplea-
das, mientras que el número de células de mielomia utilizadas
es irrelevante [2373. Muchos autores proponen una relación
mieloma—bazO 1:10 (14, 101, 296), mientras que otros emplean
una relación equitatiVa (1:1) (76, 91, 2023. Nosotros
empleamos una relación distinta (1:5) que, cono comprobaron
westerwoudt eL al. (2871, produce resultados equiparables a
los obtenidos con la relación 1:10. para nosotros la utili-
zación de 1 célula de nieloma por cada E de bazo, coalleva
la ventaja de que así disminuimos la frecuencia de fusiones
no deseadas al aumentar el contacto entre células de mieloma
y bazo, en tanto en cuanto hemos aumentado el número de
células de mieloma. No obstante, con ambas relaciones
encontramos un rendimiento de fusión idénticO (BE—gO%>
Aunque como henos citado antes, lo inportaflte es el
número de células de bazo presentes en la mezcla celular que
vamos a fusionar, Fazekas [88)cree que cualquier variación
en la relación 1:10 hace que el experimento fracase, aunque
deja bien claro que esta relación es debida tan sólo a que‘2
una botella de cultivo proporciona aproximadamente 10
células de miolema, mientras que de un bazo podemos obtener8
unos ío leucocitos.
En cuanto al recuento celular, nosotros determinábamos
el número de células viables mediante el empleo de Tripán
pesIe, ‘57
LS
Azul que. aunque no es el metodo más exacto (111), sirve.
aunque salo sea de forma aproximada.
E.?!. SILICO!&N <‘¡LULAR y CULTIVO PO5tFU8IOl<
Este es el periodo mas complejo y difícil dentro de la
produccion de anticuerpos monoclonales [2951. Los productos
resultantes de la fusión son genéticamente inestables, y por
le tanto en loo primeros días se pueden perder varios
CCOOCFOOOO5,
EVI.a, cult4y’o:
Existen principalmente dom formas para el cultivo de
los prodoctos de la frasiónI placas de 24 pocillos con una
capacidad de unos 2 mililitros de medio de cultivo en cada
uno de ellos [101, 1961 o en placas de microcultivo de 96
pocillos con unos O’2 mililitros de capacidad [76. 93. 163,
252). Les pocillos más pequeños poseen la Ventaja de que la
mero-ría de lo, que poseen crecimiento tendran una rlnica
celoma 4a menudo equivalente a un clon), pero con la
dwventaj-a de que el volumen de sobrenadante disponible para
detección ea muy pequeño [14.111).
Li nuestro case, distribuíamos las células en un número
5
apr -xlmod de axíO por pocillo (en placas de 96 pocillos)
en 200 ~l de medio ,eiectlvo, valores similares a los utilí’-
5
zados po-it otros g’~to-res como tdwim ~3&4.(83) (2x10 ) y Lin
tts.U 1631 <1’ ~, aunque también se pueden añadir más cono
.ac, £fl y N-ersanberq ¿¿021 (10 >. Otros autores emplacan un
nsasrt, menor e celulas si tenemos en cuenta que lo hacen en
po íil~s de mt de capacidad con lo cual en respecto al
volumen capleado la relación es desfavorable. Lapeyre et al
.
6
LISO) distribuyen ISxlO células en cada uno de los 24
por, x 11 os.
Con nuestro sistema entre el 85 y el 90% de los
pocillo-a presentatan cc-no media creciniento positivo tras la
ob ervación al nicro-oco-pio invertido <NO a 90 pocillos por
PlMzM, a’ .xo no era muy extraño observar crecimiento en la
“a
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totalidad de los pocillos do una placa.
R.V!.b: Modio selectivo
:
Debido a la deficiencia enzimática que presenta nuestra
línea de mieloma, la eliminación de células de mieloma no
fusionadas o los híbridos ¡sieloma—mieloata, se debía, realizar
por el sistema descrito por Littlefield (164, 1653 que
incorpora como agente selectivo Aninopterina. mientras que
Hipoxantina y Timidina permiten la creación por vía nógena
de ácidos nucleicos.
La aminopterina puede sustituirme por el metotrexato,
compuesto afin a ella, que posee las Ventajas de no ser
fotosensible y ser menos tóxico (1233. En las pruebas reali-
zadas en nuestro laboratorio, el rendimiento en la pro-
ducción de hibridomas fue igual utilizando un compuesto u
otro, siendo por lo tanto la fotosensibilidad la única
ventaja con respecto al metotrexato, probleisa f&cilnente
solucionable y que no supone otro engorro que el de utilizar
recipientes opacos o envolver los que no lo sean en papel de
aluminio u otro recubrimiento que asegure la oscuridad.
Nosotros nos decidimos por la Aminopterina debido a que, de
los dos compuestos, es el único analizado por la casa SIGMA
para su empleo en cultivos tisulares.
Los hibridorsas crecían inicialmente en HM y Se reali-
zaba la primera donación en este medio. Nosotros protamos a
realizar eliminaciones bruscas de HAT, comprobando que el
100% de los hibridomas sometidos a este proceso morían, por
lo que decidimos omitir la Aminopterína y mantener la Hipo—
xantina y Timidina, lo cual no supone más trabajo ya que
estas sustancias se añaden al fabricar el medio de cultivo y
evitamos de este modo la pérdida de alguno de ellos, y
eliminamos además el engorroso proceso de disminución paula-
tina de Hipo-xantina y Timidina del medio de cultivo. Si tras
realizar la completa eliminación de las células de mIeolo2sa
retirábamos todos los componentes del medio selectivo (Hipo—
xantina, Aminopterina y lYimidina> los híbridos morían rápi-
damente debido a que la Hipoxantina y la Tixsidina son utilí—
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¡adam de una ferma mas rapida que la Aminopterina, con lo
cual al quedar re-nos de esta intracelularmente y carecer
lae cabilas de Hipoxantira y Tínidina, no pueden emplear ni
la vta principal ni la de salvamento para la sintesis da
ácidos nwzleicos (296]. Por lo tanto las celulas deben
mantenerse en NT. Tras renevar el medio de cultivo varias
veces, la concentración de Aainopterlna ha disminuido lo
suficiente ono para que la vía principal de síntesis pueda
entrar en funcionamiento, con lo que la Hipoxantina y la
Tlmidin.a pueden ser eliminadas del medio de cultivo. Esto
debe realizarse poco a poco, y aun asi muchos de los hibrí—
domas no se acostumbran a la ausencia de estos componentes
con lo cual mueren, por lo que es aconsejable mantener los
cultives e-a medio NT 12961.
En estos estadios tempranos no debe pro-cederme a la
re a ‘ida frecuente del medio de cultivo, ya que el ra no
solo me estimula la pttoliferación celular sino que al
entraría, la imbibe ¿284]. Nosotros no realizábamos cambio
alrmao de medio hasta los 15-20 días tras la fusión, en que
realizábamos el primer analisis de las placas. Esta ausencia
44 amblo de medio en los primeros días, junto con una
mínima wanipulación de las placas, evita que se separen
ctlu un de la colonia original y asi observarlas al
mi r so-opio podemos hacernos una idea del nr~1aero do colonias
que existen desde el principio. Si observamos una sóla
<oto-mía, seguramente se tratará de un clon, hecho que no
evita el realizar las pertinentes, y por otro lado
nec-atarías cEcncionea. Por el contrario, si se observan 2 6
mas ‘o-lonjas <te mvy diferente tamaño la mayoría de las
veas~ no quiere decir tpíe no procedan de la misma célula.
Alg~anos autores poaponen la adición de Aminopterina al.
5 ute te día tras la fusión ¿14, 101, 156, 173, 202]. 01. y
r~er&eo erg 12023 realizan un aumento progresivo de la
<tcerntracI m de Amlnopter:na a partir del día siguiente a
la t -sí e. La edn ,, directa de la máxima concentración de
Aainkípteríra da mejores resulta4os, ya que no sólo el número
de hibrides supervivientes es mayor, sino que las colonias
apare en antes [01].
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En “unotro r’~ccnlc siempre .rc cuntempid la st :‘ de
la ~ c- cefltrat’:lófl de smkn4-~pterin’a el dÑa de it fusí
mcsotr”~s stscipfl pen.amrxs qt~m o es~o sao a a ‘U
ra~,td’zmente nutro lis pnblis~ñ’uu itas 1 . a n’e a elisliar, el
nietoma, que posos u-ns mitaipil .a Loo apid.. Así mismo.
podría s~tuar de foros osqativa e re los rin ‘os en
desartdlír, ~onnumiendnrutrientes de tora, ev~iffrativa st
esta poblanos fu-era muy qrisride e. Sn 50. debí a u
fu-si-os defi=tt,nte.
cii a loo. puto-o tiLas -i ci 4~ aparecen todos 1 p ‘nl
‘go-nido color amarillo Intenso, y al tse 4*rlc al
mi ros-copio me ve toda la ruipesfí e Os los mis044e o’ ‘0
tapia denso» de caVilas, opneve decir que le sale,’ ‘tan ita
fallado cnn Lo risc las efluías de sieloma 5*
multtpi.cado> eobrspociió icias a os ioitx’ldceas asta
problema se nos presentO 05ta sOla sea y fue Oea O a u r
oomprobsa..Un de forma re la de la sensibilidad riel mieloma
a la &miflopterina. En e- tus cas.,s mo queda otro remeod-to orne
dase”’tiar t a la fusion. Este fallo es Oficio» bien a que se
nava estro esdo la hm~n lerma o bien a oí”¿e la lime-a dom
mieles, haya sufrido una reve sión r Pmo habe 444 u pase
previo en modio de co»lttvn otan O’Ae,qnanlaa.
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Nosotros ale-opte añadimos estas células tras la f> ‘a 4,
y e-a tas postericoren dlonacoioces, debido a que ea etas fases
las células se encuentran en meoeOtM críticos ya que estás
muy diluidas. Las c-tlulao tíXissds,s CuS todos tas nps*fl’
ment s fuer, rs marúfaqus pcacedonles de larado p’erttomaal. a
una toncentra ion de 900 gélulas p r pocillo. M54=e la
inoal»sidn de estas células o Os eue-titstirfl — forma de
factores solubles e-o cansíder-ada m.cioáao ‘ncta insnass.ris
[251, 256~ está ola o os cuando las conriVitates olel .quer
mente no son las ide-ales, estas células o ia’nt’n*s tao
tmpres..indib es. fl sontos aptamos por a#4dieLas , ‘latido a
que creemos qn e-e muy dificil osrotroslar todos las fa’ ‘toreo
que influyen en el desarrollo celular y que soso Octeto
e.’.’——
‘‘it
oustrs en estan fases. Por ejemplo, st el flS que vasos a
emplear e-rs la fusion no ha sido estudiado en las condiciones
post-fusión que se dan en el laboratorio en cuestión, puede
ser que nss sea capa: de soportar el crecimiento celular e
altas dílrsctonea. Por lo tanto siempre es aconsejable añadir
este tipo da celulas. que ayudan con la producción de
factores solubles al crecimiento de jo, híbridos, fazekas y
Schaideqqer [9l~ estan a favor de la utilización de estas
ofluLas debido a que sin ellas los resultados son muy varia.,
bies de una fusión a otra, mientras que si se emplean los
resultados son constantes,
Nosotros tan sólo hicimos una comprobación del erecto
de nuestras celulan de macrotaqo sobre los híbridos en
de-sarrolio. Esto se realizo emplacando la mitad de una
fusión con la presencia de dichos macrófagos, y la otra
mitad sin ellos, Los resultados en este caso indican que no
sos necesarios para ej correcto desarrollo de los resultados
de la fusion, ya que aunque en esta prueba obtuvimos más
hltírisicass por placa en las que utilizamos macrófagos, la
diferencia no fue considerable <315 % más), ya que obtuvi—
mere una media de 90 pocillos por placa empleando macrófaqos
L9)’75 1>. sientras que la media al ser omitidos disminuyó
hasta Pl? (SO’6 tI. No obstante. optamos por sequir añadiendo
ésta tipo de cólulas ya que no estábamos seguros de que si
por ctaiquier causa alguno de los factores concurrentes en
la fusíto fallan, los sacráfaqos pudieran ayudar a
molventar dicha situación mediante el apene de factores
solubles,
De entre loe muchos tipos de células empleadas a tal
fin destaotsn, lora timocitea [5, 14. 161, 2023, cÉlulas de
tsr. pro.esientes de ratón mo inmunizado [14.2961 y mácrófa-
qos peratorseales [91).Nosotros nos decidimos por estos
síltierore debido a su fácil obtención en comparación con los
pci er 45 y a que Si so emplean los se4undos Se a,Ja.enta la
a entraciós de inmunoqíebutinas inespecificas al estar
presentes machos linfocitos E. Esto podría crear falsos
positivos a la hora do la detoccion de hibridomas pro—
d<ictores de anticuerpos específicos.
Hoy en día se conocen una serie de factores solubles
que permiten la sustitución de estas células. Estos factores
son muy Útiles y efectivos, mostrándonos que la función de
las células “feeder” no se debe tan sólo a su lisera presencia
numérica y a la eliminación de detritus, Sin embargo, esta
Última función desaparece si empleamos factores solubles
como promotores del crecimiento celular. Otra de las
ventajas, a veces muy Importante, de la utilización de
macrófagos peritoneales es su economía en comparaciñn con
cualquier factor de crecimiento comercial.
El mayor riesgo que corriamos al emplear seacrófagos
peritoneales, era que al obtenerlos y prepararlos el. mismo
día de la fusión, era imposible saber si los afisadiamos
contaminados o no. Este riesgo es mínimo si se emplea un
ratón sano y toda la manipulación se realiza con cuidado. En
nuestro caso nunca tuvimos como fuemte de contaminación los
macrófagos, por lo que se puede decir que el. empleo de
estas células es un buen sistema para promover el desarrollo
celular. Sin embargo, no cabe duda que añadimos a la fusión
células “contaminantes”, hecho no muy deseable, pero poco
importante ya que poco a poco, con los sucesivos pases, una
vez estabilizado el crecimiento del hibridoma, estas células
desaparecen.
LVII. ENSAYO PARA LA DEflOCXON DE AIlTICIJEflOS
Elegimos como método para la. detección de hibridomas
productores de anticuerpos el sistema ELISA, como realizan
la mayoría de los grupos que han producido anticuerpos
monoclonalles contra las enterotoxinas estafiloc¿cicas (92,
156, 163, 193). La tlnica excepción es la de Thompson st al
.
[269) quienes emplean el método MA, que parece temer la
ventaja de detectar híbridos productores de anticuerpos con
gran afinidad por la enterotoxina, hecho que no parece
ocurrir si se emplea el método ELISA [268), No obstante, el
radicinmunoanálisis tiene la desventaja de tener que manejar
productos radiactivos.
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E.?!! .¡í mizado del ast~4jenOi
Nosotros sensibilizamos nuestras placas de microtitula—
clon con 100 al de Oria solución de 1 itg/ml de U. Este
proc-oso se realiza de Corma diferente por cada autor. l~s
soluciones de tapizado o.un muy varinbles oscilando desde los
05 ..g/ml que utilizan Lapeyre !tal. [156) hasta los 2
,~q¡ml de Meyer ~ fl’flJ, pasando por 1 »g/ml de lAn
et al. ~l633. Edsrin ~tai. [03] no definen su solución de
partida.
fA concentraclon final de enterotoxina en el pocillo
varia, puesto que cada autor -añade volúmenes diferentes de
estas solucionen do tapizado.- Por lo tanto, loo concentra—
clones finales or~ cada pocillo non las niquientos, ordenadas
de menOr 4 mayOr:
* Vea ~.q/p-cocillo [156]
* g’o9 ¿sg/pocillo [162]
fi 0’2 »q/pocillo ~l7fl
fi 10 »q/pocillo [03)
Finalmente. noractrora íapiz4bamos nuestras placas a una
cor,.entracxen de <Vi oq por pocillo, ya que llenábamos cada
una de ellos con 100 4 de la solucion de partida, con lo
que nos situamos en un punto intermedio en relacion a los
domAs autores.
Isuestro tampon para la dilución de las Efl era PM 001
5 pU ‘Pl. El tampón en el que se diluían las enterotoxinas
también es muy vari-ablsn FM pH m’o 1173). PEO con pu sin
determinar [156)y compon carbonato—bicarbonato 0’l U pH 9’6
líA]. Listín et r’.f 03) no indica el medio en el que reali-
za Za dalucien de la toxina. Como se puede ot.servar
farailmenze, aquellos autores que indican el pH de la so—
lución emplean un medio más alcalino que el nuestro. Este
factor no ozroemcts que afecte a la union do la toxina al
písatico. y rí, st es ¿rs pia más adecuado para la estabili-
dad de Las toxinas.
El punío en que ai se diferencia claramente nuestro
sistema de análisis es en el periodo de incubación ~‘ la
temperatura a la que se realiza, rodos los autores realizan
este paso a 4’C durante 18 horas, mientras que nosotros le
realizamos a 3V0 durante el mismo tiempo. Para evitar las
posibles desecaciones, introducíamos las placas en una
cámara húmeda y la situábamos a la temperatura adecuada. En
las pruebas que realizamos para comprobar si existían
diferencias entre una y otra temperatura, observamos que
ambos sistemas eran completamente equiparables, siendo para
nosotros mucho más cómodo la incubación en estufa que en
nevera, debido a que disponemos de más espacio en la
primera.
E.vII.ba Bloqueo
;
Nosotros lo realizamos añadiendo 100 ¡sI. de ESA al 3%
en PES, incubando las placas durante 1 hora a 3~C. Sólo 1dm
et al. 11631 señala la cantidad de la solución de bloqueo
que añade a cada pocllío (200 ¡*1). NO Cnicofltraitios reacción
alguna con el ESA que nos pudiera dar falsos positivos,
comprobación realizada tras emplear dicha sustancia como
antígeno de tapizado. El problema de reacciones inespecifá—
cas con el ESA es posible cuando se emplean sistemas ELISA
cuya fuente de anticuerpos sea policlona3. (caso que nos
atañe al emplear RAU> (235), ya podrían estar presentes
anticuerpos frente a esta sustancie (albúmina sérica> En el
caso que se nos hubiese presentado el. problema, la solución
habría sido sencilla pues habría bastado con añadir ESA al
tampón de dilución del RAU (2351.
Tras el periodo de incubación todos los autores reali-
lan un bloqueo, para intentar tapar los huecos que deje
libres la solución de tapizado. La mayoría de ellos lo hacen
con ESA [83, 163, 173] bien al It (533 o al 3% [163), bien
sólo (163, 1733 o con Neen—lO al 0<05% [83], Se suele dejar
bloquear durante un periodo de 1 hora, en la más corta de
las incubaciones (173) d 2 horas (83, 163], aunque Lii,
st al. (1633 también realiza este bloqueo a 4’C durante una
noche, Salvo esta excepción, todos los autores hasta ahora
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citados en este punto realizan el bloqueo a l’7’C.
X.apeyre 1. (1663 realizan el bloqueo con una so—
lución al O’25% de gelatino con el 0’ll de Theen—20 en PM,
incubando las placas durante 1 hora a temperatura ambiente,
sienda por lo tanto los únicos autores que no emplean MA
como a*~ente do bloqueo. Tan sólo Lin et C. [163; procede el
lavado de las placas previamente a la adicion de la solución
da bloqueo.
Nosotros realizamos los lavados posteriores con PM con
el <201% de Tween-20. En los demás pasos todos los qrupos
realizan los correspondientes lavados, la mayorla de ellos
con PM con Tween-lO, como realizamos nosotros [81. 163,
173. aunque empleando éste a diferentes proporciones: óoat
? O’05% ~83, 1632. l.apeyre ~ 956], realizan los
lavado, con la misma solución empleada en el bloqueo.
En los pasos de lavado no es necesario aumentar la
concentraoión de Theea-20 ya que no se necesita realizar una
función de bloqueo sino que se quiere actúe como detergente.
por lo tanto con la cantidad añadida por nosotros es más que
mofiotente, sobre todo si se tiene en cuenta <¡tse algunos
asteres realizan el lavado con agua corriente (8), sin
encontrar diferencias con un lavado con PM-09% Titeen 20.
E • Vn .oc ~ ~sjtedeeul vq a
Poa-te~risrmem-te me procede a añadir el sobrenadante de
los cultivos a analizar. Nosotros añadimos 100 nl por
pocillo. El ~olumen que depositan Otros autores es de 100 ~tl
come mA~imo 966; y 50 4 cono mínimo (83, 1633. Ileyer
ata~. (fi; aáaden entre 50 y 100 nl, sim especificar
enctamente el volumen de cultivo analizado.
El tiempo de incubación es mo-mor que el nueatro <2’5 ti>
en tordos los casos salvo en el de tdwin tLfl~ (83] quienes
incuban las placas durante 3 horas, por las = horas de
incubar óm que desarrollan Meyer ~i~aj. (113] y tAn ~fl.
[161]. tle nuevo tapeyre etal, [156 realizas e-ate proceso
de manera ‘~tal,ente diferente a la de los demás, ya que
>¾‘“a .1~
5. Oiscu,Ik~
mantienen el sobrenadanrte en las placas de microtitulación
solamente durante 1 hora y lo hacen a temperatura ambiente.
En cualquier caso, parecen suficientes incubaciones que
oscilen entre 2 y 3 horas para una reacción correcta,
Nosotros en un principio realizamos incubaciones de 2 horas
y 2<5 horas (añadiendo 50 ¡sí por pocillo en dos placas
distintas) para comparar la validez de cada uno - de los
períodos, encontrando una mayor diferencia entre positivos y
negativos con la incubación más larga.
E,VII.d: Oomjupadou
El siguiente paso es el de añadir anticuerpos antí—
especie marcados en todos los casos con peroxidasa. Nosotros
empleamos exclusivamente anticuerpos antí—Iqo, coso realizan
más investigadores (83, 173], mientras que Lapeyre et al.
[1562 parecen emplear anticuerpos frente a todas las inmune—
globulinas del ratón, aunque sin especificarlo claramente.
Lin et.al. (163) son un poco más restrictivos, y su RAU sólo
reconoce las clases A, O y M. Estos dos últimos grupos
tienen la ventaja sobre los demás, incluidos nosotros, de no
desechar desde el principio ciertos tipos de inmiunoglobulí—
mas que podrían ser Útiles en su utilización práctica para
la detección y estudio de las enterotoxinas estafilocdcicas.
Esto puede ser gtií en el caso de las IgM, ya que los
hibridomas productores de IgA e IgE son raros, incluso si se
buscan premeditadamente.
La mayoría de los autores utilizan RAM, salvo Neyer
et al. (173] quienes emplean anticuerpos antí—Iqo de ratón
obtenidas en cabra en vez de en conejo (cAE)
El buscar varios tipos do inmunoglobulinas complica y
encarece la posterior tipificación de las mismas, ya que
necesitaremos más anti—lnsunoqlobulinas especificas para
cada clase y subclase, mientras que si sólo detectamos Igo,
sólo necesitaremos determinar la subclase de IgG a la que
pertenece cada anticuerpo monoclonal. Sin duda el
abaratamiento de los costes es notable, dado el elevado
precio de estos reactivos ccmertiales, En este punto se debe
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decidir entre el coste y la posible rentabilidad de
hibridonas productores de otras clases de ineunoglobulínas.
La concentr,ción del con~uqado es variable se~3ún la
marca comercial y el lote, aunque normalmente se emplea a
una dilución 1:1.000, si bien Meyer etal. (173] no lo
específica y 1,1v, q~,fl. [163]lo emplea 10 veces m4s
concentrado (l~ltl0fl lo que parece excesivo.
La cantidad añadida a cada pocillo oscile entre 50 ,.l
[1U, 171], coso hacemos nosotros, y 100 sí [533. mientras
que Lapeyre st 41~ [154; no citan el volumen aKa-dido.
Consideramos que medie hora es un tiempo más que sufí.
ciente pare que se produzca una unión tan especifica como
esta. El periodo de incubacion es en todos los casma
superior al nuestro. rata tiempo escila entre 1 hora :53,
156, 173] y 15 horas [tU].- Todos son a nuestro parecer
tiempos excesivos, que pueden dar lu4ar a uniones inespeoi~.
flc,aa que falseen los resultadas. tste caso es extremo en
sí método de JAn fl4. [lul quienes a parte de emplear el
MM 10 veces ita concentrado que nosotros, incuba las placas
aSía hora mas que los domas investigadores y 1 hora más que
nosotros. Naturalmente de este modo se pueden consequir
t~a.l res r itirtus muy elevados por uniones especificas y/o
ine’speoiiicas, pero también negativos muy elevados.
E.vII.e, _
ftefiriÚ,dowoa al substrato, solamente Mitin ~ (53]
emplea CiPO- coco nosotros, diluyÉndolo en tampón citrato pH
4<5. como realizamos nosotros, aunque en nuestro caso el cm
se encuentra a ~,nacon entración del 005%, mientras <¡u-e
estos agt res lo empleos al 0’1%. e-cm lo que existe una gran
cantidad de suosírato sobre el que la peroxidasa puede
a:tuar, a través de su efecto sobre el peróxido de hidróge-
no. K¿nque mo lo aclaran suficientemente, ¡ parece que añaden
40 sí de jperóxido do hidrógeno <.1 30% p/v en origen) por
cada 10-0 ml do t n en, por lo que está ligeramente SS
Sil-oíd, que el empleado por nosotros tao ml en SO sil do
P~ ‘n~
y
tampón citrato>. por el contrario estos investigadores dejan
reaccionar las placas durante media hora a 37’C, y detienen
posteriormente la reacción, mientras que nosotros dejamos
que se desarrolle a temperatura ambiente, no deteniéndola,
realizando la lectura de forma inmediata a 450 rna, mientras
que ellos la realizan a 405 nm.
Lapeyre . (156) y 1dm et al. (163) emplean ABTS,
realizando la lectura a 405 mm los primeros y -a 410 y 490 mo
los segundos. Edvin et al. (833 mo indican el substrato
empleado.
Nosotros dejábamos que se desarrollara el color y una
vez que considerábamos que la reacción estaba comipleta (tras
15-20 minutos> realizábamos la lectura a 450 nm cono ya
hemos indicado anteriormente. Una vez analizados los datos,
prácticamente el 90% de los pocillos eran positivos bien de
forma clara o débilmente. Elegíamos como positivos claros
aquellos que tenían como mínimo una lectura cinco veces
mayor a la media de los blancos. Estos blancos se realizaban
de tres tensas, en uno de ellos sustituíamos el sobrenadante
del cultivo de hibl’idomas por medio de cultivo de células de
mieloma, para así eliminar el posible efecto de). medio. Otro
blanco se realizaba sustituyendo el medio de cultivo por ESA
al 3% y en el tercero la toxina de tapizado por BSA al 3% y
el sobrenadante por cultivo de mielonia. Con estos dos CltI—
mes queríamos comprobar si el PAN se unía imespecificamente
al ESA, comprobando que esta unión no existía.
E.vii.f: Comentarios generales
:
Como podemos comprobar existen muchas diferencias entre
los diversos autores a la hora de analizar los cultivos de
hibridomas. Sin embargo, estas diferencias parecen ser debi-
das más a una adaptación de la técnica a las condiciones del
laboratorio que & causas más importantes, ya que se trata de
diferencias en puntos no vitales. Tal vez Lapeyre et al.
(156) realice el ELISA con diferencias más notables con
respecto a los demás incluidos nosotros, factor que se
repite en otros puntos de su técnica de producción de antí—
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cuerpos nonoclonales, como ya comprobamos en el apartado de
inmiJnizacidn, y como veremos en apartados siguientes,
Es conveniente destacar que casi todos los autores
dejan de describir pasos de la técnica, bien por omitir
composici.5n de los tampones empleados o la concentración de
los reactivos o los tiempos y temperaturas de incubación.
Otro punto a resaltar es la coincidencia de todos los
autores en aumentar bien concentraciones o tiempos de
Incubación en el apartado del conjugado, fomentando de esta
forma las reacciones inespecificas en el apartado más
delicado (junto con el tapizado) de la técnica de detección.
De esta forma aparentemente lo más importante es conseguir
lecturas altas, sin importar los falsos positivos que
pudieran aparecer de esta forma.
Nosotros una vez que realizábamos este primer análisis
de los cultivos, nos centrábamos en una serie de pocillos
sobre los que trabajar. Tras 5—7 días, realizábamos una
segunda prueba sobre los pocillos elegidos obteniendo una
serie de valores (más bajos en general~, decidiéndonos sobre
aquellos hibridomas cuyo medio de cultivo diera una reacción
más fuerte, los cuales procedíamos a donar. Aquellos hibrí—
domas desechados en esta segunda prueba, eran sometidos a
una tercera, a fin de comprobar los resultados. En caso de
que alguno fuera positivo, procedíamos a clonarlo.
E.VZII. OLOflACION
Nosotros nos decidimos por la técnica de la dilución
limite porque es muy sencilla, y además nos permite realizar
el análisis de producción de anticuerpos de forma fácil y
directamente del medio de cultivo, con el mismo sistema
ELISA que hemos descrito anteriormente. Por el contrario,
con técnicas de donación en agarosa debemos pasar los
bibridon,as de la placa a medio de cultivo liquido, para
luego poder analizarlos por la técnica ELISA, como necesita-
ron hacer Meyer et.al. (853. Esto puede paliarse empleando
técnicas directas en el agar, con el problema que ya se
necesita poner a punto una técnica de análisis más.
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Los hibridomas productores de anticuerpos que
reaccionaban con la enterotoxina homóloga eran alomados dos
veces para asegurar la momoclonalidad y estabilidad de los
mismos (2693.
En esta fase de la producción de anticuerpos monoclo-
nales tenemos pocos datos si nos referimos a los investiga-
dores que los han producido frente a las enterotoxinas
estafilocócicas. Todos los autores salvo Meyer et al. (1733,
realizan este proceso por la técnica de la dilución límite
(83, 156, 163, 269). Meyer st al. (1733 realizan este proce-
so en medio semi—sólido, utilizando hepatocitos de rata como
células cooperadoras.
Edwin st a). (63), Lin st al. (253) y Thompson st al
.
(259] realizan la clonacióz, al ¡asnos dos veces. Lapeyre
st al, (156) tan sólo citan que donan repetidamente, sin
especIficar cuantas veces lo hacen.
Ningún autor describe detalladamente la técnica, tan
Sólo Meyer st al. [173) lo hace someramente y Lapeyre et al
(156) nos remiten a otros autores [202). Los demás no
comentan nada acerca del método empleado.
Edvin st al. (63] realizan un cultivo previo de las
células de los pocillos originales de la fusión en ¡sicropla—
ca durante 3 días para posteriormente realizar la donación,
paso que parece innecesario, y que no hace sino alaqar el
proceso de producción.
E.ZX. EXPANSION Y CONSERVACION ~flWB CLONES
Una vez realizadas las pertinentes donaciones,
procedíamos a hacer crecer las células en volúmenes mayores
de medio. Del pocillo seleccionado pasábamos todo su
contenido unas veces, o la mitad otras <dependiendo de grado
de crecimiento celular) a un pocillo de una placa de 24
pocillos que contenta 1 ml de medio de cultivo. A]. día
siguiente se ai~adia 1 ml más. Tras varios días (entre 3 y 5
dependiendo del número de células trasvasadas> el medio se
mostraba amarillento, y al microscopio aparecía un tapiz de
fi
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~teluIn ~ntante dorvto. En ese momento tnllzáb,5O5 un pase
a t#otelh de lo ml de medio, realizando vatios subcultivos
en Catas cntdft,ícnes hasta que las células mostraban haberse
al ~,ñtív~ mr’ botella, esto es, mostraban en su
un npetto refrinqente y no se desprendían del
p1flt;~cta, an.meatjorC en definitiva al comportamiento de la
Unen ¿e nielome criqinal.
Normalmente, tres 4 ó 5 subeultivos todas las lineas
podian ser considerada, como estables, tras aparecer al ser
cdoservala.s al microscopio como si fueran rsacroscópicamente
¿e misione. sin esbarqo, algunas de ellas
fl4<&sitats,~ la adición de mfl muero que las demás y ser
o~toflt~vadas entre 10-15 veces. No obstante, no perdimos
te Ion clcne que expardímos.
Con la adeptavion en botellas de 10 ml de medio,
na~’sos (~der obtener con pases a botellas de mayor
res medio (30 mi), un volumen elevado de
rtluies e rs permitiera congelarías y también inocular
a lun ¡sea en ratón para la producción de ascitis.
En cruento srs posible los clones oran congelados para
?¡4 reserva de los mismos por si se produjeran
a o me perdiera viabilidad en alguno do ellos
o rosera la pr cuoclón de anticuerpos.
EX. flO1tOC~C¡05I ti ASCITIS
iú¡e ~‘Wiaeoes de ascitis obtenidos por ratón fueron
ebsrt orante ~os Tabla (=21. oscilando entre un máximo
- 5 {~1) y un mínimo de ce sí <16 y AS>. En el caso
E este bajo volumen puede flustí—
E are. por la a art ita en todos los ratones del loto <O>
~nts E es olidos, -‘os un bajisisa presencia do
-ido es it .- Este ho tstiéri se dió con los hibrido-
555 p’rodoflarea do los antí” cEpos ES, 513 y A3. aunque en
¡*0*> t Ida q*>* 005 el ‘aso da 24. En el resto de los
a 1 a turnares estabas mejer distribuidos y eran de
¡tenor t nono>
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Si coinparalsos las cantidades obtenidas por nosotros,
con las descritas por otros autores vemos que éstas sois muy
bajas, ya que se han llegado a describir máxirnes de 144 ml
(110) y medias de 7—10 ml. [421, aunque Mueller et al, (1903
describen medias más bajas <5—7 ini/ratón> , No obstante.
nosotros hemos obtenido una producción puntual de 7 ml en
una única extracción. En este caso, el ratón apareció muerto
al día siguiente. Debemos destacar, que la media de
obtención se ve muy disminuida en muchos lotes debido a que
en muchos casos varios ratones morían durante la noche por
lo que la ascitis no era recogida.
Por lo general la ascitis obtenida presentaba un tono
amarillento, aunque en varias ocasiones ésta ofrecía un
aspecto sanguinolento. Esto no dependía del proceso de
inoculación de los hibridornas, ni del hibridoma inoculado,
ni del sexo o edad de los animales, ya que esto se producía
aleatoriamente en ciertos animales de un mismo lote, que por
lo general eran de la misma edad y sexo, y, o bien eran de
la misma camada, o procedían del mismo macho y dos madres de
una misma carnada.
Elegimos la producción de asáitis como nedio de
obtención de cantidades suficientes de anticuerpos monedo—
nales para nuestro estudio, debido a su mayor economía en
comparación con el empleo de sobrenadante de cultivo de
hibridomnas, sobre todo por el elevado precio del FOS y del
material empleado en el cultivo rutinario <botellas, pipe-
tas, etc.> , si se desean obtener cantidades similares a las
obtenidas por medio de la inducción de ascitis en ratones
histocolilpatibles. Esto se puede comprender debido a que la
concentración obtenida en liquido ascitico es iooo veces
mayor (1—50 mg/m13 (l02~ 171, 202] que las obtenidas en
medio de cultivo <1—20 ~tg/lnl>(102, 171, 202).
Habitualmente la preparación de la cavidad peritoneal
del ratón para la recepción del. hibridoma inoculada suele
realizarse con O’5 nl de pristano (14, 41, 42, 216, 202,
2763. Posteriormente se descubrió la mayor utilidad del
Adyuvante Incompleto de Freund (O’5 sil> (110, IQO>, por lo
pIgIn tU
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~~ue nos decidimos a utilizarlo en vez del clásico pristano.
la tu44ueda de soluciones alternativas al empleo de pristano
fue debida al descubrimiento de que esta sustancia es carcí—
con lo que el empleo en terapia humana de cnn-
cuerpos ¡nonoclonales así obtenidos es desaconsejable por la
posImItidad de lá presencia de restes de la misma (1103.
Aunque la ma?orta de los autores realizan una eMa
InocuLación de la mustancia preparadora, número consIderado
coso muficiente L1221. otros realizan este proceso 2 a 3
vecea, con Intervalos semanales (173).
La preparaci.s¡’ de la cavidad peritoneal se realizaba
l¡flítoalsente 1 a 20 días antes de la inoculacion de los
a (14, 41, 42, 163, 2161. conslderándose como óptimo
~m distanoia.,uienmo de la inoculación celular de 14 días
(52y. a-o otatsnte, con la utilización del líA este intervalo
puede redsícirso a 1 día tíooy, aunque Gillette (110] amplIa
este pariodo> a dios. Nosotros reduclamos este intervalo a
1-3 <lIsa (dependiendo del momento en que las células
esttrúieran diaponibles) procediéndose a la primera
e:rtra*cció., tras 7-10 días independientemente del plazo de
separaclon entre la inoculación intraperitoneal del FíA y la
tal Nbrits¡aa.
6a-oeatros ~occulái,amo>s1-3 x 10 hibridomas por ratón
reo>urpsndt&a en ¡‘9 ml de rklEM-}tr, cantidad similar a la
6doxira oconas~ada por Erodeur etal. (42) <32 X 10 célu—
Las¡r¿ton~ y parecid., tartíjén •a la utilizada por Gillette
~UO~ y LAn ~kd4~ (1631 ¼x 106 células) y Erodeur y
a
411 C3’2 x 10 células>, aunque otros autores esiplean
Y%isadaaente cnn cantidad 10 veces menor (190).
5ayra la otto ~ion del liquido ascitico seguimos dos
extra-odido> diaria de la ascitis sin sacrificio del
animal
* sacrificio del animal y posterior recolección de la
ast 1 t la
~s cantidad ile ascitis obtenida siguiendo la primera
E. Ojicesido
pauto es teóricamente mucho mayor [26], ~oyis~ pudimos
confirmar, ya que aproximadamente se obtiene el doble de
liquido ascitico por ratón que con el otro sistema empleado
por otros autores [190, 216). Este último método se empleó
en todos los ratones inoculados con los hiliridemas pro-
ductores de anticuerpos frente a EEA, los volúmenes nunca
llegaron a los obtenidos con los hibridonsas producidos
frente a EEB (Tabla 0.2>
8.XI. PVRZFICACION
Los volúmenes de liquido ascitico utilizados en la
purificación fueron bastante bajos <Tabla 0.2>, oscilando
entre un máximo de 26 mi (E2> y un mínimo de 7 ml (86 y A53
Normalmente se resuspendió el sedimento en PM, de tal
manera que el volumen final fuera aproximadamente la mitad
del volumen de partida. No obstante, ello no se realizó en
todos los casos, en particular en aquellas ascitis cuyo
volunsen precipitado era escaso <destacando 86 y Al), que
fueron resuspendidos en más volumen de FRS, ya que preferi-
mos tener una cantidad que nos permitiera hacer un mayor
número de alícuotas con volúmenes significativos. En estos
casos, los títulos entraron dentro de lo normal, en este
estudio; siendo destacable que el que poseía el título más
bajo <812> no sufrid una resuspensión en un volumen de PSE
mucho mayor al preestablecido por nosotros, Aunque en los
casos en que la resuspensión se realizó en Un Volumen mayor
al habitual, el titulo habría sido mayor de haber añadIdo el
volumen adecuado de PM, no parece que ello influye en gran
manera en los títulos obtenidos dentro de los márgenes en
que realizamos la resuspensión.
En este estudio probamos dos tipos de purificación de
liquido ascitico. Dom de los anticuerpos rnonoclonales
producidos por nosotros <El. y B~> , así censo la ascitis
obtenida como blanco <por inoculación de células de misione
en vez de hibridonas), fueron purificados por un tratamiento
doble, que incluía una precipitación salina con sulfato
amónico, y una posterior cromatografía de exclusión
p6glós ‘75
molecular, lí re¡to de los moflOclonales empleados en este
traba~o sufrieron una purificación menor, restringiéndose
esta a una ser. precipitación con sulfato amónico, seguida
- *50 se hizo tamibien en el caso anterior de diálisis. Aunque
en el caso de ita anticuerpos que sufrieron exclusivamente
oip tsÁon salina como es lógico, la presencia de
pr adose extreMe sen mayor, estas no influyeron a la hora
de realizar Loa ELISAs, ye que las lecturas de “fondo” o
lecturas tase tnespecific.as fueron similares en todos loo
tasos entre 002 y 004 a 450 os>.
Ge han descrito muchos metodos para la purificación de
s.nticverpos monoclonales en ascitis o en medio de cultivo.
Stanii st1al. uSE] realizan una evaluación de varios de los
metodos erpiesdon de forras habitual por los laboratorios que
nrosoitsn realizar esta tarea <precipitación con sulfato
enarnico y/o s~iel filtración, Intercaflio anlónico, hidroxila—
patuta, *Ñrflat0*3rafia de afinidad con proteína A estafilocó—
ojos, o osbinaciones de estos métodos). Para ellos, les
• ~rres resultados en lo referente a recuperación y pureza
tas siempre *tenida con la proteína A. fuera cual fuera la
e la-se d~ 1 Este ponto contrasta con lo descrito por
n os ai~rores respecto a que la XqG de ratón presentan
1
uní e res y variables con la proteína A (26, 111]. Sin
este . aspean et<~L. t=Sij utilizan un sistema de de—
ite itrídanas pr~ e-toree de anticuerpos específicos
Lente a tesosoxiavea estaftlocecicas que incluye el empleo
roseare a, Con di mo sistena la mayoría de e los hibrí—
u e desmotados mor pro&oetores de esta subclase de ¡go, Sn
<¾ ab is u-o la proteína A o-e se une exclusivamente con
les Irle ¿e loterér sino tanhién con las contaminantes ~J).
<te e o-eso es matrero en la purIfIcación de ascitis donde las
o eim,as taninantes son sayaria [1, 49, 194, 229], COn
1- <e raería rae -erario o,, paso 5dm de purificación. Adicio—
nelmen e, -r o qumeral ale necesita un pH tajo para eluir
el ti se-po de la proteína A, que puede alterar
art nc almerse le a tivídad del anticuerpo (254], aunque
rotos, oece-a man os rna pérdida de actividad, lo que se
pndeos es ona -eril -a de Igas ~2lí~. Por lo tanto este
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Usistema no parece ser el ideal como paso único, de lo cual
podemos llegar a la conclusión de que se necesitan combina-
ciones de varias técnicas pata obtener un pureza aceptable.
Nosotros decidimos aplicar métodos no-cromatográficos a
la mayoría de los monoclonales estudiados. Esto es debido a
que la precipitación salina es un método rápido (194, 211,
2293, sobre todo si se compara con los métodos cromatoqráfi-
can tradicionales, loa cuales requieren un elevado gasto de
tiempo ¡46, 194). Aunque con la precipitación salina se
puede recuperar más del 90% de la inazunoreactividad [16S),
por lo general la precipitación con sulfato amónico pro-
porciona un rendimiento bajo (1, 194) y existe contaminación
con otras proteínas (7).
Una pureza elevada del anticuerpo monoclonal sólo es
necesaria para casos especiales [46), como seria su aplica-
ción “in vivo” [168). En nuestro caso esta necesidad no es
muy grande, ya que tan sólo nos proponíamos eliminar una
parte de las sustancias presentes en la ascitis que tal vez
podrían interferir en los inwur,oensayos, ya que con este
sistema parecen eliminarse preferenoialzsente las proteínas
ácidas y las de elevado peso molecular ¡168). Por lo tanto
nuestro sistema parece ser suficiente para los propósitos de
este trabajo.
La precipitación con sulfato amónico, que normalmente
entra a formar parte de sistemas de purificación como paso
previo [7], puede alterar algunos anticuerpos rúonoclonales,
por lo que para Burchiel (45) deberla ser omitido o usado
con precaución. Nuestra única medida para evitar este posi-
ble problema era el realizar tan sólo una precipitación con
sulfato amónico, y no dos como realizan otros autores (83,
173>. Sólo el anticuerpo 810 debió ser precipitado dos veces
ya que tras auiadir sulfato amónico la primera vez, no apare-
ció precipitado alguno, hecho curioso ya que si apareció en
el resto de los tubos con ascitis de otros hibridomas, y que
fueron precipitados el mismo día y con el mismo lote de
sulfato amónico.
Aunque este es el método mo—cromatográfico tradicional,
4
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me r:.an•aÚtqt~st¡v,ra tipos de precípítaclon, bien simples
ton acudo ceprulicO ¿2291 0 con PEO [1941 (aunque este
precedido de un proceso de delipidaclón>, o bien dobles cono
os p-ecufltnr les rroteír~aa no—glotulínicas con ecido caprí—
iltO y luego realizar una precipitación con sulfato amónico
>40/ - rl ecijo caprilico precipita la albumina y otras
proteínas nr<rl. Esta precipitación está influenciada por
la preaervcla de ilpudor, ya que interfieren la sedimentación
de las prnzeii-a.s precipitadas por este método l40~, proble—
ma que 035, presenta la precipLtrlon con sulfato amonico. Por
jo tanto, el empleo del ácido caprilico, bien sólo o en
cnvflinacian con sulfato amonico necesitarla una delipidación
prsaía, por lo que el proceso de purificacion se yerta
suaamntad-o en un parao ‘ Franek [96] describe un tipo de
prec¡pítst-uon que emplea 2—etoxi—r.a—diaminoacridlna lactato
1%
sínqus esta precipitacion se ve seguida en
alqsín*35s ayeaba de cromatografia de exclusión molecular,
nunqMe puede realizarme cczao paso inico. El Pivanol no
preo-ipita las ía$s sino otras proteínas contaminantes.
u le que respecta al empleo conjunto de precipitación
ten sulfato aronico seguí-da de gel filtración, parece que
tete ultime emplea-da de forma aislada es un rétodo idóneo,
Sltau4rdose en aíra punto intermedio entre un rendimiento ópti.
ato y -zata inatttivwcl¿n aceptable, por lo menos en lo que a
rurifioacioa ¿e suero se refiere ~aííj. La combinación de
a~tes métodos no parece ser aceptable para Phillips ~
I2Iíj. aunque ambos sistemas por separado, junto con la
prealpitacióa ces flg dan cono res~ltaóo una recuperación y
tinta pureza moderadas, pero con una inactivación ale ¡gCs
si ira l¿lí], factor Importante, ya que la qran mayoría de
las IgOs recogidas se encuentran en estado activo.
LXXI. IITPW Y CVRYAA DI DILVCZOM
I.flI.a:
El titulo relativo de cs.da enticcerpo nonoclonal fue
terrina E ELISA indirecto, tapizando las placar con
6. Di tcu,ión
0½ uq/pocillo de EE homóloga. Se analizaron diluciones
dobles a partir de una decimal previa. Este titulo fue
arbitrariamente establecido como el reciproco de la dilución
más alta que diera una absorbancia ~ 0½ a 450 nm. Los
títulos oscilaron entre un minino de 1:40 para el anticuerpo
nonoclonal 812 y un máximo de 1:1.280 para los anticuerpos
BR, AE y AS <Tabla bí).
El valor del titulo es útil al decirnos cuanto material
tenemos disponible, no indicando nada eh cuanto a la
actividad específica del anticuerpo monoclonal, la cual debe
ser expresada en unidades de actividad por mg de anticuerpo
(2961.
Al ser un dato arbitrario, y que además depende de la
técnica empleada, es muy difícil realizar una comparación
con otros autores. Así, Bonventre et al. [261, para la
TSST-l establecen el titulo en aquella dilución con la que
se obtiene el 50% del color máximo, mientras que Bohach
etal. (35] usan para anticuerpos frente a la TSST—l un
parámetro idéntico al nuestro, pero realizando la lectura a
490 mm. No obstante lo más habitual es no indicar el crite-
río empleado para establecer este dato o hacerlo de manera
muy somera como indicar que es la máxima dilución a la que
se obtieme un resultado positivo ¡296], sin describir cómo
diferencian un resultado positivo de uno negativo.
si comparamos nuestros títulos con los de otros
autores, los nuestros son extremadamente bajos, ya que los
mínimos y máximos de otros autores oscilan entre 2.000—
1.024,000 (35), l.000—2,500.000 [36), 3.200 >819.200 [163),
5 810 —10 (83), por citar a algunos que especifican este dato
y que emplean el sistema ELISA para su determinación. En e].
caso de Bohach et al. (35], el control (ascitis inespecifí—
ca> dió un titulo de 500, mientras que en nuestro control
fue 0, con lo que comprendemos la necesidad de conocer todos
los factores que concurren en el análisis para poder reali-
zar una comparación fiable.
Debido a que Edwin etal. (81> obtienen los títulos más
elevados y a que emplean un tapizado con 10 Veces más toxina
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por pocillo, probamos a realizar la titulación empleando
esta concentración de toxina. Corso es lógico los títulos
aumentaron OOnsiderablernente, aunque no tanto como para
poder comparar nuestros resultados con los autores
anteriormente citados, ya que los mínimos y los máximos
obtenidos por nosotros oscilaron entre 1:640 (anticuerpos 87
y 812) y 1:40.960 (81, B3, Blí y AS) <Tabla nl). En todos
los casos se observó un lógico aumento del título con
respecto al obtenido tapizando con 0½ pq/pocillo, aunque
este aumento no fue proporcional observándose un comporta-
miento diferente de cada anticuerpo en un sistema u otro.
Así, los que presentaban un titulo elevado en el primer
sistema (1:1280) en ninguno de los casos dieron el titulo
máximo en el segundo análisis con más toxina de tapizado.
Esta relativa poca disponibilidad de material, nos hizo
pensar en que nuestro sistema de purificación era
inadecuado. Por lo tanto realizamos la titulación de la
ascitis original centrifugada de siete de los anticuerpos
frente a ESa <32, 84, 85, B7, BR, 811 y 314>, ya que del
resto de los anticuerpos toda la ascitis había sido empleada
en la purificación. Este análisis se realizó con placas
tapizadas con 01 ug/pocillo. Manteniendo el mismo criterio
arbitrario que para los títulos descritos para los otros
casos, los títulos fueron muchísimo más elevados, lo que nos
obligó a realizar diluciones decimales en vez de dobles.
3 7Estos valores oscilaron entre 1: >10 (Be) y 1:10 (84 y 87)
<Tabla D.l>. De nuevo se observó un comportamiento diferente
de cada anticuerpo, si se compara con los resultados obteni-
dos con el anticuerpo parcialmente purificado. Así, el anti-
cuerpo as- Purificado de ser uno de los de mayor título, pasa
a ser el que menos titulo presenta en el análisis de asci-
tis. Por lo tanto, volvemos a recalcar el comportamiento
diferente de cada anticuerpo dependiendo del sistema emplea-
do y de si ha sufrido un proceso de purificación o no.
Todos estos resultados nos obligan a pensar en una
deficiente precipitación con sulfato amónico. Aunque se ha
descrito que muchos anticuerpos monoclonales no precipitan
bien con sulfato amónico (268), creemos que seria muy
•Agina 1W
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extraño que todos los nuestros pertenecieran a este tipo,
por lo que pensamos que el defecto se encuentra ex> el siste-
ma de purificación empleado, bien por la técnica en si, o
por que nuestro sulfato amónico no estuviera en óptimas
condiciones. Dado que la técnica empleada es idéntica en su
protocolo a la utilizada por nosotros para la purificación
de anticuerpos policlonales, técnica con la que conseguíamos
buenos títulos, oreemos que el protocolo mo debe ser adecua-
do para la purificación de un material en el que la porción
específica es más homogénea que en suero tradicional.
B.XII.b2 cunas de dilución
:
La determinación de las curvas de dilución fue otra de
los parámetros estudiados para definir el comportamiento de
los anticuerpos monoclonales. Para ello se analizaron por
medio del sistema ELISA indirecto dilaciones dobles de cada
anticuerpo monoclonal a partir de una inicial 1:10, Esto fue
realizado con dos diferentes concentraciones de SE <0½
¡¿g/pocillo y l¡lg/pocillc>. así tomo diluciones decimales de
ascitis en placas tapizadas con c’l ~g/poOill0~
El comportamiento de los anticuerpos con cada una de
las dos concentraciones es bastante diferente. áí contrario
de lo que cabía esperar, las lecturas máximas en ambos
sistemas fueron bastante similares (dilución 1:10>, aunque
posteriormente se observa un efecto dilución más suave
cuando se tapiza con 1 ¡ig/pocillo, apareciendo una conserva-
ción en los valores de las lecturas a 456 flTI más prolongada
(Figuras 0.3 a 0.15>. Estas apreciaciones Son más claras en
el caso da los anticuerpos monoclonales frente a EEA
(Figuras D.7—D.R y D.l3—D.14>.
Las curvas de dilución obtenidas al representar en una
gráfica las lecturas a 450 un de diluciones decinales de la
ascitis centrifugada de varios hibridomas (Figuras D.27 y
0.28), nos muestran que el comportamiento ente las sucesivas
diluciones fue similar a los obtemidos mediante diluciones
dobles en los anticuerpos paroialmente purificados por pre-
cipitación con sulfato amónico. De nuevo los valores obteni—
Pógimí ‘81
6dos en la primera dilución 41:101 fueron similares con
ascitis o con el anticuerpo precipitado, si bien en algunos
ca-o-ca fueron menores 52, 54, 55, se y 314), aunque luego
,mantuvieron valores de lectura similares peso a sufrir di—
luciones o-uy fuertes. todo ello parece indicarnos una fácil
saturaclen del sistema con pronto agotasiento de los epato—
pc-a da la toxina unida al plastico) al haber un exceso de
anticuerpos. fenómeno que recordaría un poco al efecto “pro—
acamas’ que re produce en otros sistemas inmunológicos, pero
que no debería producirse en el ELISA (296>. Luego los
valores van disminuyendo de manera muy suave a ¡medida que
raatallz.uac¡s diluciones.
todas estas curvas de dilución no muestran un patron
como el conriderado típico de anticuerpos de elevada afiní-
dad, sato es, una mro-eta de absorbencia máxima en una serie
de diluciones del anticuerpo ronoclonal. seguida de una
fuerte dirasír,ución a diluciones sfl altas (120, 210). No
obstante si establecemos tira mádmo de lectura tal y como
realizan E ~‘infljj. [31) las curvan se asemejan más a lo
anteriormente descrito <Pitiuras D.15 a 0.26 y 0.29—0.30).
¡tasto aspecto es especialmente destacable en los mionoclonales
64 y EM cuente se tapica con II wq/pscillo de PEZ. No
obro-este el múreno de diluciones con una absorbencia Salme
en el aso del anticuerpo EM ea muy baje.
Liflí. cannnauow cm za ancun cm EgO
La sebolase de EgO fue detenmimeda por medio de un
amere VArgA indirecto que incluía la utilización de 0½ ¡¿q
alta <tE pc-otilo y PAN especifico para cada subclase de 196
es- edo mi pero-alda... El 63’6t de los anticuerpos
a alizados por este sistema pertenecieren a la subclase
mientras que el testo ~6’4%) pertenecieron a la
1
su tío-mr 1% <Figura 0.21. Este tanto por ciento se ve
lb
atamertado sí solo analizases les anticuerpos flOrOclO*SleC
frente e la enterc’tesine fi <429%).
Au os estos resultados con orden con los de otros
am-tetes, lo-a cuales describen anticazerpos monoclomeles pre-
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dominantemente de subclase 1 [81, 156, 163, 173, 268, 269),
el número de anticuerpos perteneciente a la subclase 2b es
muy elevado en nuestro caso. Esto podría ser debido a defi-
ciencias de los sueros comerciales, ya que para algunos
autores estos sueros anti—subclase dejan mucho que desear en
cuanto a su especificidad [296). No obstante, nuestros re-
sultados se repitieron constantemente al emplear los reacti-
vos de la casa Serotec, obteniéndose valores con diferencias
claras entre los positivos y los negativos de cada subclase.
si nos referimos a Thonpson et al. (268], el número de
anticuerpos de la subclase 2b podría verse aumentado, ya
que 12 de los 37 anticuerpOs no fueron analizados a este
respecto, en cualquier caso sólo el 8% de sus anticuerpos
perteneció a esta subclase.
Si bien es normal que la mayoría de los autores,
incluidos nosotros, describan una predominancia de la
subclase 1, este hecho es muy extraño en el caso de Thompson
et al. (268, 269) ya que estos autores realizan una
detección de hibridonas productores de anticuerpos frente a
EEs que incluye la utilización de proteína A estafilocócica.
Dicha subclase se une muy pobremente a dicha proteína A [86,
íííj, con lo que los resultados son cuando menos
sorprendentes, y tal vez nos indican que los sistemas de
determinación de subclases de innunoglobuliflas no son muy
fiables.
LXXV. ch,PACIDID DE DEflCOIOH DE BE MoMOLOOA POR BUBA
INDIRECTO
En esta prueba se enfrentó una cantidad constante de
cada anticuerpo monoclona]. con varias concentraciones de EEs
empleadas para tapizar los pocillos de microtitulaciófl <100
pl de soluciones que oscilaban entre O y 1000 ng/mí) . Por lo
tanto las concentraciones de EE por pocillo serian 0, Oil,
015, 1, 5, 10, 50 y íoo ng. Un grado de sensibilidad =1ng
se asocia generalmente a anticuerpos reonocloflales de elevada
afinidad ¡258]. En la mayoría de los anticuerpos monedo-
nales analizados existe una diferencia de lectura relativa’~
fl~tna ¡63
mente amplia entte Q y la molución de 1 nÚmí (Figures ~iní
a 0151.
Por lo tanto y si nos referimos a lo descrito por
mte~ard y Lev ¡flS] , todos nuestros anticuerpos monoclonales
presentan una elevada afinidad por el antígeno homólogo. El
peor o-aso (Al> detecte 1 rq de EZA, detectando la mayoría de
los anticuerpos Ql nq ~Tabla 0.1).
Estos datos nos hacen suponer que cualquiera de estos
anticuerpos podrían ser utilizados en sistemas de detección
de E • siendo capaces de discernir majas cantidades de U.
ile obstante para su utilización en un sistema ELISA, por
ejeasplo, se deben considerar otros factores que pueden
lisitar la utilidad de un determinado anticuerpo o Incluso
incaparsiterlo para sar empLeado, pese a presentar unas pro-
misas favorables.
tastión debemos tener en cuenta que estos resultados
en adelantan que ya que nuestros anticuerpos pueden
diferenciar muy balas concentraciones de U entre suchee
retamas extrañas, cerro las que están presentes en las
testees ondas, estos tedricamente podrán diferenciar estas
toxinas entre todas las proteínas ertraftas presentes en les
alimentes ~81J.
1.1V. ífltfilofi mt
t.n.t. ~UU&U3x.1fliUsi±!,Atsu.áaa a Mm41og~ a
arase ere de esperar por loo datos anteriorr,ente
anaiiaa&is, se necesitaros cantidades extremadamente bajar
de U hesisga para obtener ura inhibición en la unión de
caed. anticuerpo noncrolosrel con la EM easplaada para tapizar
Ira illos de microtltulacióa <100 Ml de una soluc~m dc 1
~ de u por sí> ~tabla0.1 y 9l~uras nm a D.42>>.
~ 1 o a que, añadimos el doble de cantidad de
amas uerpe de lo laetitual para que al mezclarlo con la
.steretcaxir,a <1:1> asta quedara en el rasgo de rutina, la
concentracien final de U resultaba Ser la mitad de los
E.. 5I&CLALÓO
valores descritos en material y métodos. Así de 1, 10, 100 y
1000 ng/ml pasaron a ser en la solución final de 0’5, 5, 50
y 500 ng/nl.
varios anticuerpos fueron inhibidos con O’5 ng/ml <B5,
513, 814, y A2>, si bien para un número elevado de anti-
cuerpos se necesitó unas cantidades más elevadas (> 500
ng/mí) <312, Aa, A4 y A7). Debemos destacar que para
determinar el nivel de inhibición establecimos un parámetro
arbitrario bastante exigente. Este parámetro consistía en
considerar la unión inhibida tan sólo cuando la lectura era
aproximadamente la mitad de la referencia <anticuerpo mono—
clonal+PBS> . Todos los anticuerpos ven inhibida en parte su
unión con el antígeno con 0’5 ng de EE/ml. Como indican
Lapeyre et al. (156), debido a la gran afinidad de los
anticuerpos monoclonales, se necesitan emplear concentra-
ciones muy bajas de toxina para observar competición, que en
su caso son concentraciones que rondan 1 a 5 ng/ml. Ho
obstante, estos autores enplean el anticuerpo i¡onoolon&l a
la mitad de la concentración habitual, con lo cual es más
fácil realizar una inhibición de la unión al estar presente
una menor cantidad de amticuerpos. Nuestro sistema parece
ser más real que el de estos autores al emplear el anti-
cuerpo en las condiciones habituales de trabajo.
Los anticuerpos nonoclonales antí—EtA mostraron un peor
comportamiento en esta prueba, necesitando constantemente
más cantidad de EE para mostrar el grado de inhibión esta-
blecido por nosotros, salvo en el caso del anticuerpo A2
<0’5 ng de EEA por ial>.
E.XV.b Constante de disociaoiói¡
:
Aunque un sistema que emplea anticuerpos iwiioolortales
puede funcionar muy bien sin saber nada sobre su afinidad
<296) puede darnos una idea del tipo de anticuerpo que
manejamos, junto con su comportamiento frente al antígeno.
Las constantes de nuestros anticuerpos inonoclonales son
relativamente bajas (Tabla D.4>, sobre todo en el caso del
fl¡¡n~ ¡es
—6
aacncdnnsl 012 UY .12 ~ 10 M), constantes que contrastan
«o ex m5*j~ramie~tn obtenido en las pruebas descritas
naats &iora -
ox mQrn la fornIr empleada para este cálculo está
dxrsda-da pera o mp1 - e vn anticuerpos svonoclonales
ímartlalseaate purifixai por precipitación con sulfato ant—
nLn (~I. ~ sorovcerss la concentración real del asti—
Qu<arpc m xo,ricvnal, dato del tpse carecíamos. ilosotros emplea—
ata la cponcenra«íon total da proteína, estimada por el
asstodo que dos#xritimom en el apartado C.lI.o. Por lo tanto,
le totcent¡aniim del anticuerpo moitoclonal utilizada en el
sistema das ser suoSo mercar que la empleada para el calculo
del es con.stsntss de disociacice. y por lo tanto, esas
corrtamaes se nrien aumentadas. Aun así estas no son
st<>es~v.asert,s ba3ae pera su utilización en ELISA. y además,
<oso ya no-sos indios>, anteriormente, el comportamiento de
nuestros entlcoaropte cumple csa muchos de los requisitos
tenUror de asto-icamerpos de elevada afinidad.
s. 1V!. na«ious cc-II OTRAS ErIMnOX.1NAS
Para tomprobar las posibles reaccionas con otros
e enteroto~inae empleamos ¿rs setedologlas: ELISA
• - re asfenpvcía (Tabla Ky.l~.
La n¡to~ sistemas analiaames la reacción con la
emt,rotmeioa Oosdloqa. SitVitrvlonc,e ea el case de la
- -, ramrtnt< la ¡nno base pera determinar una reacelón
~sítía- Ami, para poner a punta la ultime técnica
lee e us an ¡cuerpos sonocl¡sialer frente a tEa. Tras
‘remar - oe las parámetros más ajeena4os eran 105
mo ves me su rl rrpartada~ C.II,a.2 encontramos resultados
Mor entata ea canc-ts a la reaccritn eec la enteretovcir.a
O~Ve - en este taso la II.
O lrvtaa.n,e todos los anticuerpos r.eMoclonalee que se
>~ta+a a ia itas rncciraaan con dos baSas relativaseate
-ames í a 5 41>. una situada en el lugar
~ te e- la t it is roxcimeéas,ente 28.on daltone) y
¾0 ‘o 15
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otra de peso molecular superior (Figura 5.44>, con la que la
reacción era ligeramente menor. Decidimos probar con otro
lote de EEB que no fuera cruda, recurriendo a la EEB
comercial (Sigma>, repitiéndose en todos los casos los
mismos resultados. Nosotros creemos que esta banda de peso
molecular superior debe corresponder al precursor de EEB
descrito por Tweten e Tandolo (273, 274], que posee una
movilidad electroforética inferior a la EEB extracelular.
Este precursor es 3.500 daltons mayor que la BES [273]. El
problema radica en que se trata de un componente de la
membrana celular, que por lo tanto no debería estar presente
en la enterotoxina cruda. No obstante, y debido a que para
producir toxina cruda, el medio de cultivo no sufre más que
una simple centrifugación y el sobrenandante una posterior
liofilización, las membranas rotas no son eliminadas de
dicho sobrenadante, con lo cual éstas podrían estar en la
cantidad suficiente para que nuestros monoclonales lo
detecten. Este hecho puede verse aumentado si el medio de
cultivo ha sido incubado en exceso, con lo cual las bacte-
rias comenzarían a morir aumentando de esta forma la canti-
dad de restos celulares en el medio, y entre ellos de
membranas, portando el precursor.
Este hecho se ve confirmado ya que aquellos anticuerpos
monoclonales obtenidos frente a EEB que presentaban alguna
reacción cruzada con otras entaOto3Cillas, reaccionaban con
una sóla banda. Muestro sistema presenta una sensibilidad
igual a la de Tweten e Tandolo (1981) (5 ng por banda, ya
que nosotros corremos 1 ¡¿1 de una solución de 5 gg/ml) *
aunque es de suponer que la nuestra sea más sensible ya que
consideramos que en la titulación de EBB, interferirá su
precursor con lo que la concentración real de toxina será
menor. Además al poder detectar el precursor, cuya
concentración debe ser mucho menor que los 5 pg/ml de BES de
partida, podemos asegurar que la sensibilidad de la técnica
es mucho mayor. Un hecho parecido ocurre en un estudio de
Edvin et al. [821. En dicho <estudio analizan un anticuerpo
monoclonal obtenido frente a BEA y que reacciona con el
resto da las enterotoxinas. En el análisis de la reacción
Éign 1W?
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frente a EEB también-aparece una reacción con otra banda de
peso molecular superior cuando se emplea BES cruda, que
también suponen pueda ser el precursor de la EES.
Lo que si que parece mucho más extraño es la reacción
con esta segunda banda en el caso de la BES comercial, ya
que dsta deberla haber sufrido un proceso de purificación
más intenso. De hecho en la electroforesis realizada para
comprobar el estado de pureza de esta toxina, no aparece más
que una banda sitwada en el teórico lugar de la BES. Tal vez
la elevada sensibilidad de la técnica nos permita detectar
restos de membranas extremadamente fraccionados que se hayan
“escapado’ a una purificación intensa.
En ningún otro de los trabajos de los diversos autores
se describe un hecho parecido, si bien las bandas da
reacción son extremadamente amplias, lo que puede hacer que
la reacción frente a la BES tape la cercana con el
precursor. No obstante todo depende del estado de purifica-
otón de la toxina empleada, aunque Lin etal. ¡1633 emplean
la BBS de Sigma que empleamos nosotros, pero seguramente da
otro lote.
Analizando las reacciones obtenidas en ELISA e inlsuno’
transferencia, podemos destacar el que encontramos dos anti-
cuerpos monoclomales obtenidos frente a BEA que reaccionan
frente a todas las enterotoxinas (Tabla 0.1>, hecho ya
descrito por Edwin et al. [822. Otros autores han descrito
un factor semejante (173] pero realizando un doble inisuniza’
ción con LEA Y LEO. No obstante, en este último caso se
descubrió que este anticuerpo reaccionaba con proteínas
extrañas [243, factor que no se pudo descubrir en el trabajo
original al no emplear técnicas de inmunotransferencia, para
así demostrar la especificidad de las reacciones.
Amalisando otro tipo de reacciones, y siguiendo con los
anticuerpos reonoclonales antí—ESA, observamos que tan sólo
uno de ellos reacciona exclusivamente frente a la enteroto—
xina homóloga CELA>, se trata del anticuerpo Al (Tabla D.l>.
Otros cuatro anticuerpos reaccionan frente a BEA y EFE
<Tabla 0.1) , reacciones no sorprendentes dada la similitud
rA~ia. es
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antigénica entre ambas toxinas y que ya ha sido descrita por
otros autores [83, 2683. por último el anticuerpo A4 no
reacciona con BES ni en ELISA ni en inmunotrameferencia,
pero sí con LEA, EEC , FED y EBE. Este es el único monedo-
1
nal que no reacciona en inmunotransfereflcia con la toxina
homóloga, sin duda por haberse destruido su epitopo de
acción con el tratamiento con SDS~MerOaptoCt8t1ol.
Refiriéndonos a los anticuerpos monoclonales frente a
BES, las reacciones son más restringidas ya que sólo
encontramos reacciones con la enterotoxina homóloga y con
EEC <Tabla D.l>, que fue la única subclase de EEC probada
1
en este estudio.
Encontramos que tan sólo tres anticuerpos monoclonales
resultaron ser específicos para la EEB por ambos sistemas
<55, 512 y sía>, mientras que otros cuatro reaccionaron con
BES y EEC por el sistema ELISA indirecto, mientras que en
1inmunotransferencla reaccionaron exclusivamente frente a EFE
(S6, SS, 510 y 811>. El resto de los, anticuerpos reacciona-
ron en ambos sitemas con LES y EEC . Este tipo de reacciones1-
ya han sido descritas con anterioridad, tanto las exclusivas
con EFE (71, 139, 156, 163, 218, 269), como las qua incluyen
BES y EEC [156, 269).
1
Podemos comprobar que existe una gran coincidencia
entre los resultados obtenidos por un sistema y otro, no
obstante, y dado que las reacciones en ELISA no pueden
considerarse como especificas [82], debemos tener más en
cuenta las reacciones obtenidas en la inmunotramsfereflcia,
tomando como ideales aquellos monoclonales de los que obte-
nemos reacciones idénticas en ambos sistemas.
El que en nuestro laboratorio, y con nuestras condi-
ciones de trabajo un determinado anticuerpo monoclonal pre-
sente una reacción determinada, no quiere decir que en otras
condiciones y con otros sistemas no vaya a presentar otra u
otras muy diferentes. El caso es claro si nos fijamos en el
trabajo publicado conjuntamente por los grupos del FRI
(“Food Research Instituto”> y FDA <“Food and Drug
Administration”) , en el que un anticuerpo que por el sistema
PAgis. ifi9
del FRI era especifico de ELR [2691,presentaba una fuerte
reacción con EEC por el sistema del rDA 1268). Por contra y
1
como ya hemos citado anteriormente se descubrió en el FBI
que el anticuerpo monoclonal descrito por Meyer et al. (173]
reaccionaba con otras proteínas extrañas [241.
LXVII. ELEOCION tE M~TIOUEflV0B MONOCLOflLES PARA T>L?I2ADO
Y/O CONJUGADO
La primera limitación para adaptar anticuerpos monoclo
males a un sisteiaa ELISA “sandwich” es que se necesitan dos
diferentes para que el sitema funcione [270]. Por lo tanto,
uno de ellos se utiliza para tapisar la placa y así separar
la enterotoxina de la solución que va a ser analizada. El
otro anticuerpo se conjuga con la enzima peroxidasa,
empleándose para detectar la toxina capturada por el anti-
cuerpo monoclonal usado en el tapizado. Así, es totalmente
necesario identificar una(s> pareja(s> de anticuerpos
efectiva (s>
E.XVIi,at Determinacián de anticuemos válidos pata tapiz..
—
do:
Mo todos los anticuerpos monoclonales de este estudio
funcionan bien en la labor de anticuerpo de captura (Tabla
D.l]. Más bien ocurre todo lo contrario, ya que tan sólo
tres producidos frente a BES (84, 57 y 814> y otros tres
frente a FEA <AS, A7 y AS> se comportaron adecuadamente.
Las pendientes obtenidas no son excesivamente grandes,
pero los puntos están muy cercanos a la recta ideal, cuando
no forran parte de ella (Figuras 0,45 a 0.50). En cualquier
caso, los resultados obtenidos en los anticuerpos considera-
des como válidos parecen ser mejores que con anticuerpos
policlonales, destacando que incluso muchos de los rechaza-
des parecen resultar mejores que el empleo exclusivo de
anticuerpos policlonales.
Nosotros realizamos el tapizado añadiendo 100 gí de una
solución de 10 ~ig/mldel anticuerpo, tal y como describen
Página 190
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Dupont et al. [‘77]. Otros autores emplean otras concentra-
ciones de anticuerpo: 1 pg,’nl (50 pi> (155, 1561 y 5 pg/ml
(50 pl> (270). Edwin (80) realiza el tapizado con una di-
lución 1:50 del anticuerpo monoclonal, con lo que es impo-
sible saber la concentración proteica, ya que dicho autor no
aporta ritas datos. Schónwálder et al. (236] no mencionan este
dato,
Aunque como es de suponer que han hecho otros autores,
y tal y como mencionan Thompson etal. [2701, tan sólo se
han probado las condiciones de tapizado descritas, el tapi-
zado empleado por nosotros y Dupont sLsi (‘77] parece el
más real de todos los descritos anteriormente, Si tenemos en
cuenta que el tapizado que se realiza usualmente con anti-
cuerpos policlonales se lleva a cabo con concentraciones que
oscilan entre los 7,5 y los 8 pg/ml, es lógico pensar que un
anticuerpo monoclonal, que posee la desventaja de dirigirse
a un único epitopo, necesitará una mayor concentración para
desempeñar adecuadamente la labor de captuta. No obstante,
debemos destacar que en el caso de los trabajos de Lapeyre
et al. [155, 156] y Thompson etal. (2203, los anticuerpos
monoclonales se encuentran más purificados que los nuestros,
por lo que la proporción del anticuerpo monoclonal será más
elevada, con lo cual se puede disminuir la concentración.
sin embargo la concentración empleada por Lapeyre et al.
(155, 156) parece poco probable que funcione adecuadamente,
si bien cono ya hemos mencionado en apartados anteriores,
estos autores se caracterizan por emplear concentraciones
ninimas en todos los procesos de producción y utilización de
sus anticuerpos monoclonales.
E.XVII.b: Determinación de parejas efectiv,m
:
tina vez elegidos aquellos anticuerpos monocionales que
servían como anticuerpo de captura, procedimos a la
determinación de cuáles de los conjugados funcionaban bien
con los anticuerpos nonoclonales elegidos para tapizar.
Como ya iMitamos anteriormente, para referirnos a los
monoclonales conjugados con la enzima peroxidasa, el nombre
‘bgIna ¡9$
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del anticuerpo irá saqt:ido del simbolo •.
Una Vez saAm s-ñl-l furlciciaron la minoria de los anti-
cuerpos prota-ios~ 52*. 135’. 59’, 510’. BlP, AP, Al’, Alt y
AS’ tabla 0.1 y Piqurso DAI a Eh61>. Dom de ellos foravaron
una p reja ade.>jada con dom anticuerpos de tapizado~ alo.
con 54 y 514 y M’ con A5 y A?. Esta prueba -se realizó con
la toxina homáloqa, por lo que se debió comprobar el
cosportasíento con len demás to~inas.
Ninqaino de los anticuerpos monoclonales de este estudio
tu-e inactivado en cuanto a su capacidad de unión a la BE
homeloqa tras ser con~uqado, hecho que puede producirse tras
la conjugación (421.
Caso ya se describió en el apartado correspondiente de
Material y MÉtodos, les conjugados fueron utilizados a una
dilución del hLoOo, tal y como describen Dupont !tAI
(“Y. pero añadiendo tan sólo 50 nl de dicho conjugado en
veA de l0O ~.lcomo señalan estos autores e incubando 30
sflmutos er vez de 1 hora. Thompson et al. (270> y
Síhónváider ÉL~i• [2j~
1 no señalan la ctoncentracion del
anticuerpo cea~¶ugado.
Br cualquíer caso el emplear todos los conjugados al
1:1.Oe* puede hacer que se nos escape alguna efective, ya
que ¡miedo qn necesitare una concentración mayor o menor
para funcionar adecuadamente: no obstante dado el número de
combinaciones posibles, seria extremadamente largo el
rea-IIa&r tIlia titulación de todos loe conjugados por lo que
eptasios por el sistena utilizado por nosotros.
1.11! E • e. __
te de destacar que empleando al anticuerpo AB para
tapizar, fizo imposible encontrar una pareja que funcionara
corre Lamente e, ELISA doble-”sand,,ioh”, por lo menos en las
ocerdiclonea empleadas por nosotros.
Cero e-e puedo observar, no so han producido combine-
cionee rec¡procae, es decir me se pueda Invertir la pareja,
esto es el que funciona bien como conjugado, no funciona
bien para tapizar y viceversa, tal y cono ocurre en el
sistema diseñado por ThompSOfl ~Ai• (270]. Esto parece
indicar que algunos anticuerpos son más efectivos que otros
tapizando las placas de microtitulación [270].
E.XVIXI. ELISA DAS:
E.XVIII.ai ELISA con sarcias efectivas
:
En esta prueba empleamos todos los serotipos conocidos
de enterotoxinas, exceptuando EEC y EEC3, como venimos
2
realizando a lo largo de este estudio, Las enterotoxinas
fueron utilizadas a las concentraciones habituales en
nuestro laboratorio para realizar el patrón en el ELISA DAS
con anticuerpos policlonalee, es decir, 0, 0’S25, l’25, VS,
5 y 10 ng de EF por ml.
Las lecturas obtenidas con otras enterotoxiiias con las
que no reaccionaban las parejas fueron similares al “blanco”
(O mg/mí) obtenido con la FE homóloga.
observando las absorbancias obtenidas en esta prueba
<Tabla ~ comprobamos que no existen grandes diferencias
en las reacciones de una pareja con las distintas entero—
toxinas con las que se une. Esta norma se rompe claramente
en la pareja Bl4~Bl0*, donde el “blanco” con ZES nos dió una
lectura doble al obtenido en EEC. No obstante, a medida que
aumenta la concentración de toxina, las lecturas SS van
igualando, aunque, como es lógico, sin llegar a la paridad.
En la pareja AS-AP se puede observar algo parecido ya
que las lecturas frente a EBA y FEE fueron bastante mayores
que frente a BES, EEC y FEO, pero sin llegar al extremo de
la pareja Bl4~SlO*. Este resultado parece lóqico dado que
LEA es la toxina homóloga y LE presenta una estructura
antigénica muy similar a LEA
Refiriéndonos a las correlaciones, podemos comprobar
que en lineas generales. son lo suficientemente altas cono
para considerar el sistema como efectivo, permitiéndonos
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detectar con fiabilidad las toxinas en cuestien Tabla 0.5>.
La correlacion mas han la obtuvimos con la pareja B’—na’
pa-ra la toxina 5 (05441, mientras que la mejer resultó
obtenerve con la pasreja 54—510’ para EEC <0’9991. No
cústante, las correlacionas varian de una prueba a otra con
la misma pareja, debido a las variables intrínsecas y
eatrínsecas do todo sistema de deteccidn, que influyen en
qran manera en el proceso, y que además son difíciles de
controlar calidad do los tampones y reactivos, temperaturas
de incunacion, diluciones de los patrones, etc.>.
í~ebnqs destacar que las lecturas obtenidas con este
sistema ~le”andN#ic~”son mucho más bajas que las obteni-
das por flwssi~son 4fl. t2701 con un sistema ELISA similar.
Bate hedro se ha repetido en todos los tipos de ELISA realí—
zados por nosotros en este estudie con respecto a los demás
aureros. tn este ELiSA-DAS con meneclonales, las lecturas
son taambíon menores a las obtenidas por nosotros con nuestro
BUSA que emplea anticuerpos policlomales, resultado lógico,
ya que al tratarse de un material más homogéneo y especifi-
ce, el numaro de uniones a concentraciones similares debe
ser menor, con lo que las lecturas serán a la vea menores.
Sa todo caso. no es tan importante la lectura como la corre—
lacios ottte,nida entre las lecturas con varias concentre—
cisnes do enterotoxinas dentro de un sistema ELISA concreto.
clbservarulo les resultados obtenidos por las diversas
parejas, comprobamos que realizando diversas combinaciones
e las mismas en un análisis podemos detectar con una do
ollas <&~—á,~ todas las enterotoxinas conocidas. Con
alqunas parejas derecrarzasos RES y EEC <34—39*, 34Bl0’.
57—51* y Rl44—luo’~. mientras que la combinacion 314—312’
tan sólo reacciona con LES. Por le tanto si se produjeran
Sos lfete&rae pesiune empleando esta alítima pareja y otra
-de las a teuiores, la toxina detectada seria LES, mientras
que st eco Sic-MP fuera negativa y con la otra positiva,
se tratarla Se EEC. Así, tapiazada ces 314 y empleando des
conjugados <sia’ para lLES y 510’ para sto> detectamos ambas
t¿cínss, evitando así el tapizado con dos anticuerpos
tetínaris. El problema radica en que con este sistema no
¶44
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podemos saber si en una misma muestra existen a la vez ESE y
EEC al carecer de anticuerpos específicos de EEC, debiendo
recurrirse al suero policlonal.
por otro lado, hemos formado varias parejas que
reaccionan con LEA y EFE (A5-h2*, AB—ABC, A7—A3* y A7—AB*>.
Desgraciadamente, el Único anticuerpo monoclonal especifico
para SEA se mostró repetidamente inefeotivo para el tapizado
y para ser enpleado cono conjugado. Por lo tanto, con
nuestro sistema nos es imposible deducir si un reacción se
debe a la presencia de ESA o ESE, y aunque funcionara bien,
presentaría el mismo inconveniente que citábamos antes para
la detección de EFE y EEC en mezclas ya que carecemos de
anticuerpos específicos de ESE. Un dato más es que una
reacción positiva con la pareja AS.-A7* y negativa con el
resto, nos indicaría la presencia de FED.
Sin duda el resultado más importante de todos es el
haber formado una pareja efectiva para la detección de todas
las SSs. Ninguno de los autores que describen anticuerpos
monoclonales que reaccionan con todas las enterotoxinas
conocidas (82, 173] describe un ELISA efectivo para todas
las LEs empleando de forma exclusiva anticuerpos monoclo—
nales. De ellos Edvin etal, [82) lo intentaron, pero fueron
incapaces de disoñarlo. Lapeyre ~ (155, 156] utilizan
anticuerpos monoclomales con distintas especificidades como
anticuerpos de captura y un polisuero que reacciona con las
cuatro clases de enterotoxinas con las que reaccionan sus
monoclonales (ESA, LES, EEC y LSD>, sin mencionar cómo
1
obtienen dichos anticuerpos policlonales. nosotros tenemos
la ventaja de emplear siempre anticuerpos mOnoclonales, que
incluso detectan EFE, y de nc tener que recurrir a un tapi-
zado con varias clases de anticuerpos inonoclonales. Además,
taj y cono exponen Vhompson etal. (265] es difícil entender
el razonamiento que lleva a emplear una mezcla de anti-
cuerpos nonoclonales y policlonales, si uno está interesado
en eliminar la necesidad de producir sueros en conejo, para
lo que se obtienen anticuerpos monoclonales. Eduin (SO]
emplea también sistemas combinados monoclonal—pollclonal
para la detección de SEA.
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tjflhl.b: Otras combinaciones;
Debido a que tan sólo intentamos formar combinaciones
entre anticuerpos obtenidos frente a la misma LE, optamos
por realizarlas tambien entre aquellos obtenidos frente a
SU y los producidos frente a LEA que reaccionaban con todas
las enterotoxinas. Sólo probamos aquellos que se comportaron
correctamente bien en el tapizado o bien como anticuorpo
sarcado, teniendo en cuenta que los anticuerpos frente a LES
roe Unitaron la detección posible a ELE y/o LEO.
Como podemos observar en las lecturas obtenidas en las
coabinaciones posibles ‘ de acuerdo a las correlaciones
obtenidas (Tabla D.6>. no se encontraron emparejamientos
excesivamente buenos, aunque aparecieron correlaciones sufi-
cientemente altas en algunos casos para una determinada
toxina, pero no para la otra (en los casos en que se pueden
detectar des). Por ejemplo, la pareja A7—52’ muestra una
correlación de 0916 para LEE, mientras que para EEC el
resuitade es de O’S6l. valor claramente insuficiente. La
Única combinación que aportó alqun resultado positivo fue la
pareja A7..Dlo*, cuyas correlaciones fueron relativamente
altas (O’97O Nra LEE y 0981 para EEC>, lo que nos aporta-
rae una nueva pareja. En este anUlete empleamos taribitn el
seasclenal fi5*, aunque los estudios previos nos indicaron
que me era válido para ser empleado como conjugado. De nuevo
comprobamos su rial comportamiento dando correlaciones bajas
en tosiese las combinaciones empleadas.
5.112. SfUCCIOM DI 515 U ALIXESTOS
Elegimos para esta prueba la SED, debido a que es una
tetina que pueda ser detectada con los anticuerpos
Obtenldee frente a LEA (pareja AS-Alt> como con los
st-tenidos frente a UD. Elegimos para esta prueba des
nre}as cori anticuerpos obtenidos frente a LES (54—59’ y 24—
510’) y la ar’t,riorsemte citada de anticuerpos frente a ETA.
Además protanes de nueve la combinacIón inversa (Al-AS’>
reyLt.iÉmAoee los-- malos reseultados.
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Además de lo anteriormente citado realizamos una mezcla
de los anticuerpos AS y AY para el tapizado, empleando como
conjugado una mezcla de dichos anticuerpos isarcados con
peroxidasa. Para la solución de tapizado, se emplearon di-
chos anticuerpos a una concentración de 5 pq/ml cada uno
(concentración final de proteína: 10 ttg/ml> , mientras que
como conjugado, se diluyó cada uno a una concentración final
de 1:2.000 <es decir el doble de diluido de lo habitual>.
Esta mezcla en teoría debía aumentar la afinidad de cada
anticuerpo por el antígeno (84, l8~).
Como puede comprobarse, las correlaciones son adecuadas
pese a que cada anticuerpo se encontarba a la mitad de la
concentración. Según Thonpson etal. (270] mezclas de dos
monoclonales pueden producir en ELISA (no en RíA) una curva
estándar bimodal, hecho que no ocurre en nuestro caso, ya
que nuestra curva estándar es similar & la obtenida con
anticuerpos individuales, Para estos autores, las mezclas
deberían constar de tres o más rsonoclonales.
Las lecturas obtenidas con los extractos “blanco” de
cada alimento, una vez analizadas dan resultados neqativos
en cuanto a cantidad de ELO. salvo en el caso del yogur en
que las parejas 84—ESt y B4~Blc* y la mezcla de AS-AlA
presentan us~ ligero falso positivo, en todos los casos por
debajo de 1 ng/ml. Las concentraciones de toxina están
referidas a los 100 pl de muestra analizados en cada
pocillo, por lo tanto se debe trasladar a los 10 ml finales
del extracto alimenticio <Tabla 0.7>.
Así, vemos que como máximo detectamos l’O9 gg (extracto
de yogur contaminado en el caso de la pareja B4~Bl0*> Los
valores obtenidos en todos los casos son similares para cada
alimento, con variaciones mínimas debidas a la téonica, Por
lo tanto, en el mejor de los casos recuperamos el 10 * de la
toxina ahiadida al alimento, cuando con esta técnica nosotros
recuperamos en yogur entre el 48 y el 60 % [205]. esta
particularidad es extrema en el caso del extracto cárnico,
donde recuperanos todavía 10 veces menos, hecho lógico si se
tiene en cuenta la dificultad para una extracción de un
pipio» 1»
alimento de estos caracteriticas. En cualquier caso, se
trata de un detecto en la realizacion de la tenaca de
extracción que no influye en la demostración final, que es
la capacidad de nuestro sistema ELISA para diferenciar entre
un oxtracto alimenticio normal de uno contaminado.
LXX. CAflCIDAD br OflECCION
be todo lo expuesto anterioratente, podemos deducir que
nuestro sistema ELISA—DM. que emplea de forma exclusiva
anticuerpos monoclonales. es al menos tan efectivo como el
sistema policlonal, detectando con fiabilidad cantidades
menores a 1 ng de LE (aproximadamente 06 ng de LE por sí>.
Schowalder etfl. :2361 indican una sensibilidad de su
sitema de O’025 rvq/al en comparación con los 022 ng/nl de
mu sistema policlonal. Dupont ~ ¡PI] señalan una sensi-
bilidad de 0í ng/ml empleando un anticuerpo nonoclonal
rareado con avidina, mientras que en un sistema ELISA simi-
lar al nuestro, a capacidad es de 10 ng/ml. El marcar con
avidinse reduce notablemente la interferencia por proteína A
aunque n.a la elimina ~fl>. Nosotros sin embargo debemos
recurrir -a la adición de suero norsual de conejo a la muestra
(1:1> 1921, tal y como venimos haciendo hasta ahora. No
obstante, los problemas de interferencia con proteína A y
sobre todo loe falsos positivos podrían eliminarse realí—
¡ando las diluciones de toxina patrón en extracto “blanco”
de alimente a analizar ~ Sin embargo, es muy difícil que
el “blanco’ tenga exactamente los mismos componentes que el
alimente problema (2161. Afortunadamente, las uniones
Inesp.ctf Feas de nuestro sistema son prácticamente mulas.
•-~5-•~a Y~
E. CONCLUSIONES
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3. Cnt,rhuti&.t
PRINERA~ de los resultados obtenidos en este estudie pode-
nos concluir que no es necesario realizar inmuni-
zaciones con varios serotipos de enterotoxinas
para obtener anticuerpos monoclonales que
reconozcan todas las enterotoxinas conocidas.
snaUNDA: una vez definida una pareja de anticuerpos mono—
clonales que funcione adecuadamente en un sistema
ELISA DAS, no es factible el realizar corobina—
ciones reciprocas de dicha pareja, esto es que el
anticuerpo que funciona correctamente en el tapi-
zado no puede ser empleado cono conjugado, y vice-
vers a
TERCERA: la pareja AB—AY’ permite analizar en una sóla
prueba la presencia o ausencia de enterotoxinas
estafilocócicas en substratos laboratoriales o en
alimentos.
CUARTA: el limite de detección de nuestro sistema ELISA
que emplea exclusivamente anticuerpos monoclomales
es de o’6 ~ por nl de muestra.
QUINTA: los anticuerpos monocloneles de este estudio no se
unen a otras proteínas diferentes a las entero—
toxinas estafilocócicas, observándose la ausencia
de falsos positivos. Por lo tanto su empleo en
sistemas de análisis permite detectar enterotoxí—
nas con total fiabilidad.
SEXTA: hemos desarrollado un método de diagnóstico
(“kit”> , que nos permite la detección práctica de
todos los serotipos conocidos de enterotoxinas
estafilocócicas.
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G.I. RESUMEN
En este estudio se produjeron ~= anticuerpos
monoclonales frente a dos enterotoxinas estafilocócicas
(EE), 14 de ellos frente a EEB <nombrados cono 81 a B14) y 8
de ellos frente a EEA (nombrados como Al a AS> . Estos
anticuerpos se obtuvieron fusionando células de bazo
procedentes de ratonas de la estirpe BALB~’c hiperinmuflizadas
con EL pura, con células de mieloma (Sp2¡O) a una relación
de 5,1. Para ello se emplearon técnicas de fusión
tradicionales.
Todos los anticuerpos fueron producidos en grandes
cantidades haciendo crecer los clones en la oavidad
abdominal de ratones pretratados con 0’! ml de Adyuvante
Incompleto de Ereund. Los anticuerpos ¡sonoclOflales presentes
en la ascitis fueron parcialmente purificados mediante
precipitación con sulfato amónico, aunque dos de ellos (Bí y
¡33) sufrieron además un pase por columna de gel filtración.
Se procedió a caracterizar estos anticuerpos mediante
el método ELISA indirecto, deterininándOse titulo (frente a
dos concentraciones de tapizado: O’l pg de EL/nl y 1. pg de
EL/nl), subclase de Igo a la que pertenecían• capacidad de
detección, capacidad de inhibición, con determinación de su
constante de disociación y reacciones cruzadas con otras
enterotoxinas, dato que fue confirmado mediante la técnica
de innunotransfereflcia.
El 53I~ % de los anticuerpos monoclonales de este
estudio pertenecieron a la subclase IgO , mientras que el1
36’4 % restante fueron de la subclase IgG
2b
La mayoría de los anticuerpos inonoolonal.55 presentaron
títulos bajos en ambos sistemas, oscilando entre 1:40 y
1:1.280 cuando las placas fueron tapizadas con 0’l pg y
entre 1:640 y 1:40,960, cuando en el sistema se empleó 1 ~g.
Estos títulos bajos fueron achacados a una deficiente
precipitación, extremo que fue confirmado al determinar el
título de la ascitis original de 8 de estos hibridonas3 Y
(l:>l0 a 1:10
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Vdos Los anticuerpos monoclonales de este estudio
fueron capaces de detectar bajas cantidades de enterotoxímas
empleadas en el tapizado <1 ng totales en el peor de los
casos, aunque la gran mayaría detectó 0½ ng) y su capacidad
do unión a la FE ~omoloqa en ELISA de competición fue
£nh~.tda con pequetas cantidades de EL <soo ,,~
aprflimadamente en los peores casos, mientras que los
anticuerpos 85, DI). 1314, y fl, necesitaron tan sólo o’s
ng), datos que nos demostraban que se trataba de anticuerpos
de elevad-a afinidad.
En cuanto a las reacciones cruzadas, cabe destacar el
que dos de los anticuerpos producidos frente a ESA
rs-a, lonaro,, con todos los serotipos de LI conocidos (Am y
Al> en les dos sistemas de análisis empleados. Los demás
monocloasles fueron específicos Nra la U homóloga <ts.
mía y Al) o presentaren otras reacciones enizadas <fi—C y A—
E, principalmente).
ti. determInaren que anticuerpos eran capaces de
Funcionar en un sistema ELISA DAS, en la función de tapizado
o en la de conjugado, diseA4ndose las parejas efectivas de
anticuerpos mes~oclomales. La pareja ASAI* penite detectar
ba5ss castidadee de todas las enteretoxinás conocidas
mediante este sistema ELISA <O’6 ng ERAl>, siendo capaz 8.
diter.nclar la presencia de U de los materiales presentes
en el liquide resultante ile la extracción a partir de
alimeotos. las parejas de anticuerpos monoelonales qti*
Nacionarca correctnene en el sistema ELISA DAS fueron:
SA—ma’, 54—tic.. 81—fl’, Dl—Dat, 814—DIO’, 314—3125, A5A2Á,
AA-Al’, AS—Mt. Al-Mt Y Al-Mt.
o..fl. astean
Km fis study. ve protaeed 22 soneelonal antibodies
~ a tse stap±*ylccoccaí enterotoxin. (81), 14 aqain.st SER
0-asmed Dl tnrecqs 814) ast 8 a-qalsst SU (seseé Al threngb
ADj. fleo, aritibodies vere obtained by fa Naica of epleen
;eils tren tamal, RAU/e mice biperinw~íaeé witb ~re SE,
~4t $p2}U celís. fle rasto vas 5,1 a,~ tbe fusion WBB
•~~a• -u ~56
O. fitsui,en
carried out by standard techniqués.
Alí the antibodies ~.¿ereproduced in high quantities by
growing the done in the abdominal cavities of mice
pretreated with 0.5 ml of Incomplete Freund’5 Adjuvallt. The
monoclonal antibodies presents in the ascites vera partially
purified by precipitation witb amnoniun sulphate, though bato
(31 and 33) vare also filtered through a column filled with
Sephacryl 5—200.
The5C antibodies vare characterized by indirect ELISA.
we determinad the titar using tvo concentratione of SE to
coat the plates: 0.1 and 1 pg/well. Most of them had low
titers, ranqing between 1:40 ansi 1:1280 when platee vera
coated with 0.1 pg, and between 1:640 and 1:40960 when ve
used 1 pg. Wc believe that this low titar vas due to an
incompleta precipitation, as the titar of the original3 7
ascites ranged between 1: >10 ansi 1:10
Most (63.6 %) of the monoclonal antibodies belonged to
IgG subclass, while the remainig 36.4 % to Igo
1 2b
Alí the nonoclonal antibodies in tkxis study ver. able
to detect lev quantities of anteroto)c1n5 usad for co&ting
the platas (at least 1 ng total, tbough most of them could
detect 0.1 ng total>. meir ability te react with the
homologeus SE in a conpetitioil ELISA coulb be inhibited with
lov quantities of SE (at least 500 ng, vhile BS, 212, 314
and AZ only needed o.s ng); this ehove that they are high
affinity antibodies.
As respacts cross—reactions, tito of the antibodies
produced against SEA (AS ansi AY> reacted with alí the known
serotypes in the detection systems ve used. The remaiming
menoclonal antibodies itere either epecifio for the
homologous SE <85, 312, Al> or ehoved other croesed
reactions (3—O , A-E mainly>
1
Wc determined vhich antibodies could be used in an
ELISA deuble antibody sandwich, either ter coating Gr as
conjugate (menoclenal antibody number plus *) , ansi ve choase
tha efective pairs. The pair AS—AY» can detect alí the known
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cnterqtnxins ty this rLISA systes (vith a detection limit of
06 rigmIl. ansi is able to differentiate SE fros the
oont»sirattrtq meteríais fros a feod extract. The monoclenál
lotibodies paire ~tich worked correctly in a ELISA DAS itere:
54—M’. 134~8lQ’, 87—82’, 81—88’, 814—810’. 814—812*. AS—A2’,
MA7’. AS-AB*. Al—A]’ Y A?’.AD’.
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